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Del inglés Basic Local Alignment
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Cl1s: Complement component 1, s
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C6. Complement component 6.
Car3 Carbonic anhydrase 3.
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associated 5.
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Genetics Initiative.
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Egr3: Early growth response 3.
Fabp7: Fatty acid binding protein
7.
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fold change.

Fhl2: Four and a half LIM
domains 2.

Fos: Fos proto-oncogene, AP-1
trancription factor subunit.

Fosh: FosB proto-oncogene, AP-1
trancription factor subunit.

Fosl2: FOS like 2, AP-1
trancription factor subunit.

FRP: formacion reticular pontina.
GABA: 4cido gamma-
aminobutirico.

Gabral: Gamma-aminobutyric

acid type A receptor a1 subunit.
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Gabra4: Gamma-aminobutyric
acid type A receptor a4 subunit.
Gadd46g: Growth arrest and ADN-
damage-inducible 45 gamma.
Gadph: gliceraldehido 3-fosfatasa.
GAERS: epilepsia de ausencia
genética en ratas de Estrasburgo.
GASH:Sal: del inglés Genetic
audiogenic seizures hamster:
Salamanca.

GEPRs- del inglés genetically
epilepsy-prone rats.

Gngl3 Guanine nucleotide
binding protein subunit gamma
13.

Gpr83: (G protein-coupled receptor
83.
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protein-coupled receptor V1.
GrinZc: Glutamate 1onotropic
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Henl: hyperpolarization activated
cyclic nucleotide gated potassium
channel 1.

Igfn1: Immunoglobulin-like and
fibronectin type Il domain
containing 1.
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Junb: Proto-oncogene, AP-1
transcription factor subunit.
Kenel: potassium voltage-gated
channel subfamily C member 1.
KEGG: enciclopedia de genes y
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FEncyclopedia of Genes and
Genomes.

Krt19. Keratin, type I cytoskeletal
19.
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inglés, long term depression.
Lum: Lumican.

Mkp3: MAP kinase phosphatase 3.
Mybpc3: Myosin binding protein C,
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Myol5: Myosin XVA.

Myom1I: Myomesin 1.
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NCBI: centro nacional de
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inglés National Center for
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PANTHER: anilisis proteico a
través de las relaciones evolutivas.
del inglés Protein ANalysis
THrough Evolutionary
Relationships.

Pedh7. Protocadherin 7.

Qars: glutaminyl-tRNA
synthetase.
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Rem2. RRAD and GEM like gtpase
2.

Rnf125: Ring finger protein 125,
E3 ubiquitin protein ligase.
RT-qPCR: reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa
inversa. Del inglés, reverse
transcription polymerase chain
reaction.

SEM: error estandar de la media.
Del inglés, standard error of the
mean.

Sertadl: SERTA domain
containing 1.

Sfrp2: Secreted frizzled related
protein 2.
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Tph2: Tryptophan 5-hydroxylase
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Traf5: TNF receptor associated
factor b.
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VCF: del inglés Variant Call
Format.
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1.1 Generalidades.

El término epilepsia, del griego "epilhyia", significa, ser "agarrado",
"atacado" o "atrapado". Como muchas enfermedades asociadas al sistema
nervioso, la epilepsia fue considerada durante anos como un sintoma de
posesion demoniaca hasta finales de 1800 principios de 1900, cuando el
“padre de la epilepsia” John Hughlings Jackson (1835-1911), enuncié un
origen cientifico para esta enfermedad, desbancando a las explicaciones
sobrenaturales [Garcia-Albea, 1999]. La epilepsia es una de las patologias
mas comunes del cerebro [WHO, 2006] y afecta, aproximadamente, al uno
por ciento de la poblacién, incluyendo a personas de todas las edades,
representando un importante problema de salud publica.

Se define conceptualmente como un “trastorno del cerebro caracterizado por
una predisposicién permanente para generar ataques epilépticos” [Fisher y
cols., 2014]. La comunicacién entre neuronas se regula a través de un
equilibro entre senales inhibitorias y excitatorias; cuando este equilibro
sufre alteraciones, ya sea por sobreexcitacion o por reduccion de la
inhibicién, pueden producirse descargas descontroladas de impulsos
excitatorios que produzcan en ultimo término una crisis epiléptica. En estos
desérdenes cerebrales, se produce una descarga hipersincronica, repentina y
temporal de un grupo de neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC), que
puede constituir un desorden intrinseco del cerebro de caracter hereditario o
surgir tras un dano previo al mismo, como un trauma, un tumor o un
aneurisma [Avanzini y cols., 2012]. Estas descargas pueden producirse en
diferentes regiones del cerebro, originando convulsiones, que pueden ir
desde episodios muy breves de ausencia o de contracciones musculares hasta
convulsiones prolongadas y graves, pérdida de consciencia y del control de
esfinteres, producto de una actividad excitatoria (a nivel celular) anormal o
excepcional del SNC.

Desde el punto de vista clinico, se han definido mas de 40 tipos de epilepsias

en los humanos [ILAE, 1989]; entre ellas, las epilepsias reflejas, son
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provocadas por un estimulo sensorial especifico y la sufren
aproximadamente el 6% de los pacientes epilépticos [Salas-Puig y cols.,
2000]. Su identificacién necesita una anamnesis dirigida y un estudio
electroencefalografico (EEG), con exposicién al estimulo que confirme el
diagnostico.

El conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a
los distintos tipos de epilepsias es todavia limitado, y parece probable que se
lleguen a identificar numerosos tipos mas, a medida que este conocimiento
se amplie.

Aunque sélo en un pequeno porcentaje de las epilepsias humanas se ha
identificado un componente genético, se considera que la susceptibilidad
genética estaria implicada en mas de un tercio de las epilepsias, o como
sugieren otros datos, existiria un componente hereditario complejo en todas
las formas de epilepsia [Ottman, 2005]. Se considera que al menos seis
sindromes de epilepsia humana pueden ser causados por herencia
monogénica [Berkovic y Scheffer, 1997].

Mucho de lo que hoy se conoce sobre la epilepsia se debe a los modelos
animales sobre esta enfermedad [Fisher y cols., 2005]. Los modelos
experimentales ensayados han sido multiples, desde la induccién mediante
el uso de drogas convulsivantes, deprivaciéon de metabolitos o estimulacién
eléctrica [Kandratavicius y cols., 2014], hasta el uso de modelos animales
con predisposicién genética a padecer este tipo de trastorno [Serikawa y

cols., 2015].

1.2 La epilepsia audiogena.

En 1884, Merzheevsky fue el primero en registrar, en la especie humana, un
caso de crisis inducidas por la musica, acunando Critchley el término de
"epilepsia musicogénica". Este tipo de epilepsia esta encuadrada en la
categoria de crisis reflejas. Es poco frecuente en la especie humana, y la

naturaleza del estimulo sonoro epileptégeno es variable, teniendo también
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un componente emocional en el desencadenamiento de la crisis [Salas-Puig y
cols., 2000].

En otros vertebrados, las crisis inducidas por sonido reciben el nombre de
“crisis convulsivas audiégenas” (CCA) [Salas-Puig y cols., 2000]. Mientras
que en la especie humana “la epilepsia musicogénica” es sintomatica y focal,
a veces con generalizacién secundaria, en otros mamiferos estudiados estas
crisis adoptan la forma de crisis idiopaticas generalizadas ténico-clonicas
[Seyfried, 1979; Ross y Coleman, 2000].

Los primeros estudios sobre las crisis audiogénicas en animales se llevaron
a cabo en laboratorio Dr. Pavlov en 1924 en San Petersburgo vy,
posteriormente, en el Instituto Wistar de Filadelfia [Krushinsky y cols.,
1970]. La cepa Krushinsky-Molodkina [Krushinsky, 1979] surgié a partir de
un modelo animal experimental desarrollado partiendo de ratas Wistar.
Otra linea derivada de rata Sprague-Dawley, las ratas genéticamente
propensas a epilepsia (GEPRs) [Dailey y Jobe, 1985], fue inicialmente
desarrollada en la Universidad de Arizona, EE.UU. y poseen fenotipos de
diferente gravedad, propiedad de la Universidad de Illinois, en los EE.UU.
[Carvalho, 2007].

En la actualidad, los animales con crisis audiégenas constituyen uno de los
modelos experimentales mas empleados para el estudio e identificacion de
los mecanismos que subyacen en la epilepsia [Seyfried, 1979; Ross y
Coleman, 2000]. Segun la clasificacién descrita por la ILAE en 1988, las
CCA son generalizadas (no asociadas a una regién especifica del cerebro, en
las que se ven afectados ambos hemisferios), inducidas por la exposicién a
una estimulacién auditiva intensa. La mayoria de animales que sufren CCA
presentan un patrén similar en el desarrollo de sus crisis [Carballosa, 2008].
Los individuos propensos a padecer CCA presentan estos eventos en forma
de crisis clénicas o ténico-clénicas [Ross y Coleman, 2000]. Al igual que las
crisis fotosensibles, se engloban en la categoria de crisis del tronco del
encéfalo [Carballosa-Gonzdlez y cols., 2013]. Para el estudio de las epilepsias

reflejas, son muy utiles los estudios con modelos animales, ya que se puede
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conseguir que se desencadene una crisis exponiendo al animal al estimulo

externo que la causa.

1.3 El hamster GASH-Sal.

El modelo animal para este estudio, el himster GASH:Sal (Genetic
audiogenic seizure hamster: Salamanca) [Munoz y Lépez, 2005; Mufioz y
cols., 2016], es una linea desarrollada en Salamanca a partir de una linea
originaria de la Universidad de Valladolid. Esta linea, presentan una
epilepsia audidgena de origen genético, similar a la epilepsia de tipo Gran
Mal que aparece en la especie humana y que presenta un patrén de herencia
autosémica recesiva para la susceptibilidad audiégena [Mufioz y Lépez,
2005; Mufoz y cols., 2016]. Al igual que en otros modelos animales de CCA
[Ross y Coleman, 2000], las convulsiones se producen como consecuencia de
un estimulo auditivo intenso, a partir de los 18 dias de edad, momento en el
que se completa la maduracién del sistema acustico. La susceptibilidad
alcanza su grado maximo entre el primer y cuarto mes, para posteriormente
desaparecer gradualmente.

Durante los ultimos anos, hemos caracterizado la clinica de las crisis, el
patrén de transmisién [Mufioz y cols.,, 2016], las caracteristicas
neuroquimicas y neuroanatémicas de estos animales [Fuentes-Santamaria y
cols., 2005, 2007 y 2008; Prieto-Martin y cols., 2012 y 2016; Sanchez-Benito
y cols., 2016] y tipificado las crisis convulsivas como verdaderas crisis
epilépticas [Carballosa y cols., 2013]. También se ha observado que
responden a farmacos antiepilépticos, tanto clasicos [Barrera-Bailén y cols.,
2013], como de nueva generacién [Barrera-Bailén y cols., 2016], lo que les

acredita como verdaderos modelos de epilepsia.
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1.4 El modelo de epilepsia audiogena de la rata WAR.

Uno de los modelos mas afines al hamster GASH:Sal, lo constituye la rata
WAR (Wistar Audiogenic Ra?), originada mediante la cria selectiva de ratas
Wistar susceptibles a crisis audiégenas en la escuela de medicina de Riberao
Préto de Brasil. Cuando se somete a estos animales a un estimulo sonoro de
gran intensidad (120dB SPL) desarrollan una convulsién generalizada de
tipo ténico-clénica seguida de espasmos clénicos [Kiesmann y cols., 1988;
Doretto y cols., 2003]. La susceptibilidad audiogénica de esta cepa, se
verifica a los setenta dias de edad, momento en el que tienen una respuesta
mas estable [Doretto y cols., 2003; Carvalho, 2007].

Los estudios con animales de esta cepa comenzaron en la década de los 80 y,
desde entonces, las ratas WAR se han utilizado en investigaciones sobre la
etologia de las crisis, efectos de estimulacién sonora crénica, plasticidad
neuronal, alteraciones cardiacas durante las crisis, farmacos antiepilépticos,
efecto de la manipulacién GABAérgica, etc. [Garcia-Cairasco y cols., 1996;
Doretto y cols., 1998; Beraldo y cols., 2004; Pimenta, 2004; Rosetti y cols.,
2011; Grangeiro y cols., 2016].

1.5 Niicleos desencadenantes de las crisis convulsivas audiogenas.

Durante anos se ha intentado identificar el sustrato anatémico responsable
de las crisis audidégenas. Debido a la naturaleza del estimulo
desencadenante, la via auditiva juega un papel crucial en las CCA. Algunos
autores postulan que el foco epileptogénico puede ser un ntucleo de las vias
sensoriales; en el caso de la via auditiva, el coliculo inferior (CI), y al
desencadenarse varias crisis, este foco puede reclutar otras areas
(transformandolas en focos secundarios) de las zonas superiores [Garcia-
Cairasco, 2002; Romcy-Pereira y Cairasco, 2003; Faingold, 2004; de Cabo de
la Vega y cols., 2006].
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El sistema auditivo de los mamiferos esta formado por una amplia red de
nucleos interconectados gracias a los cuales la informaciéon del sonido se
transmite y se integra. Las neuronas del CI integran informaciéon
ascendente, (que converge desde nucleos auditivos inferiores situados en el
tronco del encéfalo) asi como descendente [KaltwaBer y cols., 2013]. Son
varios los estudios que evidencian la relevancia del CI en la iniciacién de las
CCA, ya que se ha comprobado que su destrucciéon bilateral en ratas y
ratones con CCA, anula las crisis audiégenas [Kesner, 1966; Browning,
1986]. Estudios electrofisiolégicos en ratones DBA (susceptibles a padecer
crisis audiégenas) indican anormalidades en la respuesta neuronal del CI,
restringidas principalmente a la porciéon ventral del ntcleo central del CI
[Martin, 2009]. Ademads, se ha comprobado que la estimulacién eléctrica o
quimica del CI desencadena crisis epilépticas [McCown y cols., 1984]. Otros
autores han inyectado aminoacidos en el CI, que actian como
neurotransmisores inhibitorios, como glicina y taurina, observandose
también una inhibicién de las crisis [Huxtable y Laird, 1978]. Por un lado, a
través del coliculo superior se activan nucleos motores, mientras que la
sustancia gris periacueductal provoca el desencadenamiento de las fases
clénico ténicas a través de la médula espinal [Faingold y cols., 1994]. En el
periodo postictal, se activa la formacién reticular pontina [Yang, 2001]. Se
ha visto que otras regiones como el sistema olivococlear, el propio receptor
auditivo, la amigdala o la corteza auditiva [Raisinghari y Faingold, 2005]

también podrian estar implicadas en las crisis.
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Figura 1. Esquema de los nucleos implicados en el desencadenamiento de las crisis
convulsivas audiégenas y los comportamientos que subyacen a la crisis (Modificado de
Faingold, 2004). Cada aspecto comportamental estd controlado por un nucleo especifico
durante la crisis: E1 NCCI inicia la CCA mientras que la CECI proyecta la sefal auditiva
hacia los nucleos 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 estan relacionados con las CCA repetitivas
(Kindling). Abreviaturas: AMG: amigdala; CCA: crisis convulsivas audiégenas; 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: ntcleo del lemnisco
lateral; SNR: porcion reticular de la sustancia negra; SPG: sustancia gris periacueductal.

En el GASH:Sal, al igual que en otros modelos de epilepsia audidégena
[Willot y Lu, 1980; Ross y Coleman, 2000; Faingold, 2004], la activacién de
la via auditiva es crucial para el desencadenamiento de la crisis, y el CI,
juega un papel fundamental en su iniciacién [Carballosa Gonzéalez, 2008].

La ILAE define las crisis epilépticas como un acontecimiento ictal que
representa un mecanismo patofisiolégico y sustrato anatémico tinico [Fisher
y cols., 2005]. En este sentido, buscar el sustrato molecular responsable de
la etiologia epiléptica contribuiria a desarrollar estrategias mas eficaces

para bloquear las crisis. También seria de gran ayuda para la consolidacion
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de la linea de hamsteres GASH:Sal como un nuevo modelo de epilepsia que

pueda contribuir al avance en el estudio de esta enfermedad.

1.6 Bases genéticas de las epilepsias hereditarias.

La epilepsia es una enfermedad que origina convulsiones repetitivas que se
producen después de una gran variedad de alteraciones en el sistema
nervioso. Se han descrito algunas epilepsias de origen genético,
relacionandose con mutaciones en genes con funciones muy heterogéneas.
Por ejemplo, se ha asociado la incidencia de espasmos infantiles con
mutaciones del gen Cdkl5, gen que codifica una proteina kinasa, situada en
el cerebro y que interviene en la maduraciéon neuronal y en la sinaptogénesis
[Moseley y cols., 2012]. También se han descrito otros genes mutados
1mplicados en epilepsias humanas hereditarias que codifican canales 16nicos
(Ano3, Henl, Kenel), proteinas de unién a GTP relacionadas con endocitosis
(Dnm1I), con el trafico entre membranas (StxIb, Thcld24), proteinas de
membrana implicadas en el reconocimiento y adhesién celular (Pedh?), en el
desarrollo cerebral (Qars) y subunidades del receptor GABA (Gabral)
[Helbig 2014, 2015; ILAE 2014; Johannesen y cols., 2016].

Los modelos animales de epilepsia de origen genético constituyen también
otra herramienta, no s6lo para investigaciéon con farmacos, sino también
para contribuir al conocimiento de la etiologia de la epilepsia. Entre los
modelos de ratones que existen en la naturaleza (no transgénicos), se
incluye el DBA/2J, ratén tambaleante, letargico o “stargazer’ (denominado
asi por los movimientos caracteristicos de su cabeza) [Felix, 2002], y suelen
estar asociados a alteraciones monogénicas de genes codificantes de canales
de Ca2* dependientes de voltaje [Burgess y cols., 1997; Noebels y cols., 1990],
mientras que fenotipos similares en el humano suelen estar asociados a
alteraciones de varios genes [Hughes, 2009]. En ratas, los principales
modelos genéticos son las GAERS (Epilepsia de ausencia genética en ratas

de Estrasburgo) y las WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo/Rij-rat). Ambos
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modelos presentan mutaciones poligénicas que afectan a los canales de Ca?*
tipo T y a los genes que codifican los receptores dopaminérgicos D1 y D2
[Jones y cols., 2011], asemejandose méas que los modelos de ratén a las
epilepsias idiopaticas humanas [Avoli M, 2012; van Luijtelaar y cols., 2002].
Recientemente, se esta haciendo hincapié en la idea de que la propia
actividad ictal y la actividad inter-ictal influyen en los cambios estructurales
y funcionales que conducen a la hiperexcitabilidad y la hiperconectividad.
Consistente con esta 1idea, los genes que codifican receptores de
neurotransmisores, canales 16nicos, factores de transcripcién y factores
neurotréficos, se han encontrado diferencialmente expresados en varios
modelos animales de epilepsia y en tejido epiléptico cerebral humano
[Coulter, 2001; Becker y cols., 2003; Rakhade y cols., 2005; Sanjay y cols.,
2005).

Esta plasticidad sinaptica dependiente de la actividad cerebral, se conoce
bien en modelos de aprendizaje y memoria donde, por ejemplo, la activacion
de adenosil monofosfato ciclico en respuesta a la uniéon de una determinada
proteina por la actividad neuronal, origina cambios en la expresion génica
que conducen al refuerzo y a la estabilizacién de mas circuitos neuronales
[Herdegen y Leah, 1998; Kandel, 2001].

Acorde con esto, en el foco epileptogeno de pacientes con epilepsia
neocortical, se ha observado la induccion de la expresion local y constante de
un determinado grupo de genes, los de inducién temprana, como c-fos, Fgrl,
Egr2 y Mkp3 [Sanjay y cols., 2005]. Estos genes median cambios de larga
duracién en la estructura neuronal y excitabilidad a través de la induccién
de la expresion de genes adicionales que incitan cambios estructurales para
mejorar la transmisién sindptica [Herdegen y Leah, 1998]. No se ha
observado ninguna relacién entre la frecuencia de las crisis y los niveles de
expresion de estos genes en los diferentes pacientes examinados, pero si hay
una relacién significativa entre la expresién de algunos de ellos (c-fos, Egrl
y FEgrd y la frecuencia, amplitud, y area total de las ondas inter-ictales

registradas en el foco epileptégeno [Rakhade y cols., 2007].
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1.7 Estudios de expresion génica.

1.7.1. Microrrays de expresion.

Los microarrays de expresiéon de alta densidad de oligonucleétidos, fueron
presentados en 1983 [Chang, 1983] y son utilizados en aplicaciones tanto
cuantitativas (medida de expresién), como cualitativas (a nivel diagnéstico)
[Miller y Tang, 2009]. En su aplicacién cuantitativa, la més ampliamente
utilizada, se emplean para medir la sefal de expresiéon a nivel gendémico-
transcriptomico de miles de genes expresados en una muestra dada. Por
esto, se tratan de dispositivos capaces de realizar mediciones de la cantidad
de ARNm (4cido ribonucleico mensajero) correspondiente a miles de genes
presentes en la muestra analizada. Para conseguir esto, se utiliza la técnica
de hibridacién especifica ARN-ADN (4cido desoxirribonucleico).

Uno de los microarrays mas utilizados es el de genoma completo, como el de
Affymetrix, microarrays de oligonucledtidos de alta densidad que incluyen
entre 40 y 60.000 conjuntos de sondas de oligonucledtidos con secuencias de
todo el transcriptoma de la especie estudiada [Irizarry y cols., 2003]. Cada
sonda es un conjunto de diferentes oligonucledtidos que corresponden a
distintas regiones codificantes del gen que representan. Al mismo tiempo,
cada sonda es un oligonucleétido del que hay miles de copias en cada
microcelda del microarray, que termina teniendo miles de celdas, una por

cada diferente oligonucleétido.
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Figura 2. Esquema de técnica de microarray para comparacién de dos muestras. Si el
objetivo es la comparacion de expresion génica, habitualmente se utilizan dos muestras,
actuando una de ellas de control, mientras que la otra es el foco del experimento. Tras
extraer y purificar ARNm de las muestras de estudio, se realiza la transcripcién inversa y
etiquetado del ARNm para poder detectar los transcritos por hibridacion. La realizacion de
la reaccion de transcripcién inversa produce ADNec. En el etiquetado, se incorpora una
sonda fluorescente unido al ADNc. Cada una de las muestras se marca con una sonda
diferente. Cuando no se usan las sondas, se usa amplificacién para generar ARNc a partir
del ADNec. En el microarray se produce la hibridacién de los ADNcs con sondas de ADNc
sintético. Finalmente, se produce la excitacién de las marcas fluorescentes con un laser, lo
que produce una senal por parte de las secuencias unidas.

Miles de copias del ARNm total extraido de las muestras analizadas nos
sirven para obtener fragmentos de ADN complementario (ADNc) marcados,
que se hibridan sobre las sondas del microarray.

La medida obtenida de un tinico microarray permite cuantificar la expresion
de muchos genes al mismo tiempo, cuantificacién proporcional a la cantidad
de ARNm transcrito de cada gen, es decir, a su nivel de expresién en la

muestra analizada.
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Para conseguir unos datos finales fiables, es necesario realizar varias
réplicas biolégicas de cada muestra, algo que supone un aumento
importante del numero de datos por experimento, por lo que es
recomendable que el tratamiento de los datos de expresion obtenidos se
aborde computacionalmente, manteniendo siempre criterios con sentido

matematico y biologico.

1.7.2. PCR en tiempo real.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica presentada por
primera vez en 1985 [Embury y cols., 1987] creada para la copia y sintesis
de grandes cantidades de ADN. La técnica se sirve de las ADN polimerasas
para replicar hebras de ADN y usa ciclos alternos de altas y bajas
temperaturas, provocando la separacion de hebras de ADN que se forman en
cada proceso de replicacion, permitiendo después que se unan de nuevo para
repetir el proceso. La sintesis de una nueva hebra de ADN complementaria
que realizan las ADN polimerasas, ocurre con la adicion de
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs) complementarios del extremo 5’ de
la hebra de ADN al extremo 3’, uniendo el grupo 5'-fosfato de la hebra que
actia de donador con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN
aceptora [Saiki y cols., 1988].
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‘ Figura 3. Esquema de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Por su parte, la PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR, de sus siglas
en inglés, quantitative polymerase chain reaction) permite cuantificar el
numero de secuencias de ADN especificas. Esta técnica resuelve el problema
de la cuantificacién de la técnica de la PCR como tal. Asi mismo, frente a la
PCR tradicional, la qPCR no requiere procesos posteriores para analizar el
resultado, tales como electroforesis y andlisis de imagen [Filion, 2012;
Niesters, 2001]. Otras ventajas adicionales de la qPCR son la mayor rapidez
y que los datos son tomados en la fase exponencial del proceso, asegurando
que ningin componente esté limitando el proceso de amplificacion.

Para conseguir esta cuantificacion, la qPCR incorpora una sonda
fluorescente que permite un analisis “en tiempo real”, incorporando un
termociclador al que se acopla un fluorimetro. Los dos métodos mas

comunes de deteccién utilizados en la qPCR son los especificos y los
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inespecificos. Estos tltimos usan sondas fluorescentes (como el fluoréforo
SYBR Green I o el LC Green Plus, como alternativa més econémica) que

pueden intercalarse con cualquier cadena doble de ADN.

1.7.3. Transcriptoma.

En el caso de organismos multicelulares, cada célula de un individuo
contiene el mismo genoma, pero no todos los genes estan
transcripcionalmente activos en cada célula, sino que cada célula presenta
diferentes patrones de expresion génica. Estas diferencias representan el
amplio rango de variaciones (“fenotipicas”) entre las diferentes células y
tejidos.

Un transcriptoma representa ese pequefio porcentaje del genoma (se ha
estimado que menos del 5% en humanos) que se transcribe en moléculas de
ARN, es decir, es el conjunto de transcritos representados en una célula
determinada en un momento determinado y, aun asi, captura un nivel de
complejidad muy superior al de una secuencia genémica cualquiera [Adams,
2008]. El transcriptoma estd compuesto tanto de secuencias de ARN no
codificantes como codificantes (proteoma), incluyendo diferentes variantes

de ARNm (isoformas por splicing alternativo) [Brown, 2002].
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‘ Figura 4. Esquema explicativo sobre la metodologia para la obtencién del transcriptoma.

Para realizar el analisis de un transcriptoma, actualmente se utilizan
fundamentalmente las técnicas de microarrays de expresiéon, gPCR y RNA-
seq (BNA sequencing). Las dos primeras ya han sido descritas
anteriormente y la RNA-Seq es una técnica que proporciona una cobertura
completa de transcriptos [Soto y Lépez, 2012], genera informacién tanto de
la secuencia como de la estructura de exones y sitios de splicing alternativo,
proporcionando datos que tienen una alta precision con respecto a los
niveles de expresién génica que se obtienen a través de la qPCR [Soto y

Lépez, 2012].
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Como se muestra en la Fig. 5, la técnica RNA-seq consiste en la conversion
de ARN a una libreria de fragmentos de ADNc con adaptadores ligados en
los extremos, que se secuencian y finalmente alinean con el genoma, con

transcritos de referencia o ensamblan de novo [Zhong y cols., 2009].
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‘ Figura 5. Esquema explicativo de la base de la técnica de RNA-seq.

El estudio de los transcriptomas permite determinar qué genes se expresan
cualitativa y cuantitativamente en una muestra de tejido o célula concreta.
Pueden usarse para estudiar los perfiles de expresiéon génica en diferentes
etapas del desarrollo de un organismo, de un determinado tejido o grupos de
células, tanto patolégicos como no, en un momento concreto, o, incluso, para
el estudio de secuencias intergénicas, intrénicas o antisentido [Claverie,

2005].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis.

Establecido el uso de la cepa GASH:Sal para el estudio de la epilepsia
audiégena, el mayor problema que nos encontramos para identificar las
diferencias de expresion génica entre la linea de hamsteres sirios GASH:Sal
y los hamsteres control, es la carencia de la descripciéon del genoma del
hamster sirio (Mesocricetus auratus). La solucién inicial empleada para tal
estudio fue el empleo de abordajes indirectos, utilizando como base el
conocimiento del genoma completo del ratén (Mus musculus), especie con la
que existe estrecha distancia filogenética [Romanenko y cols., 2007; Ryu y
cols.,, 2013]. Con la reciente publicacién del genoma del hamster chino,
Cricetulus griseus [Lewis y cols., 2013], més afin al hidmster sirio que el
raton, el abordaje indirecto empleado para identificar las diferencias de

expresion génica aumenta su fiabilidad.

Es conocido que, tras un estimulo acustico, se desencadenan las crisis
convulsivas Unicamente en el hamster GASH:Sal y no en el hamster control.
Por otra parte, también se conoce que el CI es el nicleo desencadenante de
las crisis epilépticas, y, por tanto, la hipétesis de esta tesis doctoral es que
deben existir diferencias en los perfiles de expresion génicos, es decir, genes
diferencialmente expresados, entre las mencionadas lineas de hamsteres
sirios en este nucleo cerebral que explique el desencadenamiento de las

convulsiones epilépticas en el GASH:Sal.
Para comprobar tal hipétesis, se analizé el transcriptoma del CI de la linea

de hamsteres sirios GASH:Sal, asi como el de sus controles y, seguidamente,

se compararon entre ellos.
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2.2 Objetivos.

Objetivo general: Buscar las diferencias en los perfiles de expresion génica
en el nucleo desencadenante de las crisis ictales entre la linea de hamster
sirio GASH:Sal y su control, intentando explicar, a éste nivel génico, un
sustrato molecular para la epileptogénesis en el modelo de epilepsia

GASH:Sal.

Objetivo 1: Identificar el transcriptoma del CI de la linea de hamsteres
sirios GASH:Sal, asi como el de sus controles.

Objetivo 2: Realizar la anotacién de los genes del transcriptoma del coliculo
inferior del GASH:Sal y del hamster sirio control, e incorporar los datos
obtenidos a la base de datos on line del NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Objetivo 3: Comparar los transcriptomas del CI de la linea de hamsteres
sirios GASH:Sal y el de sus controles.

Objetivo 4: Realizar un analisis de los procesos biolégicos y rutas
metabdlicas asociadas a los genes diferencialmente expresados en el
transcriptoma del CI de la linea de hamsteres sirios GASH:Sal con relacion
a sus controles.

Objetivo 5: Validar mediante RT-qPCR los resultados obtenidos en la
comparativa de los dos transcriptomas en relacién a los niveles de expresion
de 5 genes diferencialmente expresados.

Objetivo 6: Comparar la expresion diferencial génica del coliculo inferior
tras una crisis epiléptica con la de otro modelo de epilepsia audidgena,

concretamente el de la rata WAR (Wistar Audiogenic Rab).
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3. DISENO EXPERIMENTAL
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Para realizar la comparacion del transcriptoma del CI del GASH:Sal en
relacién al de su control (objetivo 1), se embebera el CI en TRIzol®, se
extraera su ARN total y, posteriormente, se sintetizaran los ADNecs
correspondientes para la obtencién de ambos transcriptomas que seran

analizados posteriormente.

El CI empleado sera tanto de hamsteres sirios controles como de los de la
linea GASH:Sal después de haber sido estimulados con un sonido
desencadenante de las crisis epilépticas para detectar los posibles genes

causantes o relacionados con esta patologia.

Para anotar los genes del transcriptoma del CI de la linea de hamster sirio
GASH:Sal (objetivo 2), se utilizar4d como base gendémica el genoma del

Mesocricetus auratus, presentado en Genome assembly from the chinese

hamster ovary cell line CHO-K1
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF 000223135.1/], y el algoritmo
BLAST [Basic Local Alignment Search Tool:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgil.

Para llevar a cabo las clasificaciones funcionales de los genes
diferencialmente expresados al comparar los dos transcriptomas (GASH:Sal
vs. Control): procesos biolégicos, funciones moleculares, componentes
celulares, fenotipo asociado a enfermedad y rutas metabdlicas asociadas
(objetivo 4), se realizaran distintos estudios empleando las bases de datos
biolégicas disponibles en plataformas web como 7The PANTHER (Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships) Classification System,
STRING 10.0, The Comparative Toxicogenomics Database y KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) PATHWAY Database.

Usando la técnica de RT-qPCR, se validaran las expresiones de algunos de

los genes diferencialmente expresados en el CI al comparar ambos
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transcriptomas (objetivo 5). Ademads, se aislaran y purificaran ARNs totales

del CI de la cepa audiogénica WAR (Wistar Audiogenic Ra?), tras una crisis

epiléptica, que sera utilizado en el estudio de los niveles de expresion génica

de determinados genes mediante RT-qPCRs, que sera comparado con la

expresion diferencial génica del CI del otro modelo de epilepsia audiogénica,

la de la linea de hamster sirio GASH:Sal (objetivo 6).

Extraccion y purificacion de ARNs totales del €l de hamster control y GASH:Sal

¥

purificacion del Cl de

Extracciony Realizacién del transcriptoma
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\ 4

RT-qPCR
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Anotacion de genes

Analisis estadistico para la
identificacion de genes con
expresion diferencial
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Analisis de datos

Analisis de categorias funcionales

- Andlisis de redes génicas
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Figura 6. Disefio experimental. Esquema resumen de los pasos seguidos en este estudio

para alcanzar los objetivos planteados.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Animales de Experimentacion. Grupos experimentales.

En los diferentes estudios realizados se emplearon hamsteres sirios

controles, Mesocricetus auratus, Lak:LVG(SYR)BR procedentes de Charles

River, Barcelona, Espana, y hamsteres de la linea GASH:Sal, obtenidos en

el Servicio de Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad de

Salamanca.

Concretamente:
Para el estudio del transcriptoma, se emplearon 6 hamsteres sirios
control y 6 GASH:Sal, todos ellos sometidos a estimulacion sonora.
Para la validacién de los resultados obtenidos en el analisis del
transcriptoma mediante estudios de expresion de los genes
seleccionados se emplearon 15 hamsteres (8 controles y 7 GASH:Sal).
Para los analisis comparativos con otro modelo de epilepsia
audiégena, concretamente el de la rata WAR, se emplearon ratas
albinas adultas Rattus norvegicus, de la linea Wistar (n = 6) (Charles
River, Barcelona, Espafia) y ratas de la linea WAR (n = 6) procedentes
del bioterio de la Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto
(Universidad de Sao Paulo, Brasil).

Todos los experimentos con animales fueron realizados cumpliendo la
normativa legal europea (Directiva 2010/63/UE) y espafiola vigente (RD
53/2013, BOE 34/11370-421, 2013), en la que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, y tras la aprobaciéon por parte del

Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca
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4.2 Obtencion del material biologico.

4.2.1. Extraccion de ARN total del CI.

Tras decapitar los animales, y manteniendo siempre el tejido del CI en
condiciones cercanas a 0 °C para evitar la degradaciéon del ARN, se
embebieron los CI en el reactivo TRIzol® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD,
EE.UU.).

Para la extraccion de RNA total como tal se empleé una modificacion del
método de [Chomczynski y Sacchi, 1987], utilizando el reactivo TRIzol®,
siguiendo el protocolo recomendado por los fabricantes. Se utilizé 1 ml de
TRIzol® por cada 100 mg de tejido, y se procedié a la homogeneizacién del
mismo mediante el Polytron (T10 basic Ultra-Turrax, Ika, Alemania). Tras
incubar el preparado durante 5 minutos a temperatura ambiente, se realizo
una extracciéon selectiva del RNA por separacion de fases mediante la
adicion de 200 pl de cloroformo por cada mililitro de TRIzol® inicial y
centrifugacion a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C. EI 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 centrifugé a 12.000 g durante 10
minutos a 4 °C. A continuacidn, tras retirar el isopropanol, el precipitado
obtenido se lavé con un volumen de etanol 70% igual al de TRIzol® utilizado
en el primer paso y se centrifugé a 7.000 g durante 5 minutos 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 ARNasas, incubando a 60 °C durante 10 minutos, para favorecer la

disoluciéon del precipitado.

4.2.2 Tratamiento de ARN total con ADNasa I, purificacion y cuantificacion
del ARN.

Los RNA obtenidos de las muestras fueron tratados con ADNasa I (Roche,
Madrid-Espafia) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

Aproximadamente 10-15 pg de ARN en 20,5 pul de ARN total, se trata con
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1l de ADNasa I 10 U/ul (10 x 103 unidades) y 2,5pl de buffer de ADNasa I
10X (400 mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 60 mM MgCl;, 10 mM CaCls; pH 7,9).
Esta reaccién se incuba a 37 °C durante 15 minutos. La ADNasa I requiere
de cationes divalentes para su méxima actividad (activado por iones de
magnesio y estimulado por iones de calcio), posteriormente con la finalidad
de disminuir la actividad de la endonucleasa se anadi6 1 pul de EDTA 0,2 M
(agente quelante que inhibe la actividad enzimAtica) y para inactivar
completamente la actividad de la endonucleasa se incub6 la reaccién
durante 10 minutos a 75 °C. Asi mismo, para eliminar la posible
contaminacion de ADN gendmico, cada muestra fue purificada usando un
kit comercial (ENeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones de fabricante. Este kit utiliza membranas de silice y columnas
giratorias, uniéndose los acidos nucleicos a la fase sélida de la silice en las
condiciones apropiadas.

La concentracion del ARN se determindé por espectrofotometria con un
equipo NanoDrop (NanoDrop 2000C espectrofotémetro, Thermo Scientific)
(Fig. 7). Este instrumento realiza la cuantificacién del ARN usando anélisis
espectrografico, basado en que los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta
con un patréon 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 mas luz absorba la muestra, medida a través
de la absorbancia de la misma, mayor es la concentraciéon de acidos nucleicos
[Huss y cols., 1983]. Se realizaron medidas espectrofotométricas a 230, 260 y
280 nm, realizandose tres cuantificaciones y tomandose el promedio como
valor de trabajo para los distintos experimentos. En todas las mediciones, se
comprob6 que la relacion A260/280 se encontrase cercana a 2,

correspondiente a muestras puras de ARN.
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Figura 7. Analisis espectrografico de una muestra de RNA en el NanoDrop. En el eje Y se
representa la absorbancia y, en el eje X, la longitud de onda en nanémetros.

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

Optimas para realizar los siguientes experimentos.

4.3 Transcriptomica.

Una vez obtenido los ARNSs totales de los Cls de los hamsteres sirios control
y los de la linea GASH:Sal y, comprobada su integridad, se procedi6 a la
realizacién de cada uno de los transcriptomas.

4.3.1 Generacion de librerias KRNA-seq.

Para la generaciéon de las librerias correspondientes al hamster control y al

GASH:Sal se utilizé una mezcla de ARNs de varios CI (6 de GASH:Sal y 6
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del control) de cada tipo (1 pg de cada muestra). Especificamente, las dos
librerias se prepararon con 3 ug de ARN total cada una de ellas utilizando el
Truseq ENA Sample prep kit v2 (Illumina), anadiendo dos procesos de
captura consecutivos de ARN poly(A) para eliminar el ARNr [Illumina,
2014].

4.3.2 Secuenciacion.
La secuenciacion de las dos librerias se realizé en un Genome Analyzer IIx

(IIlumina) en el formato single read (1x75).

| Figura 8. [llumina Genome Analyzer IIx.

Las secuencias obtenidas fueron demultiplexadas (procesa las lecturas y las
segrega y copia en directorios individuales junto con un indice de los
mismos) mediante el uso del programa CASAVA
[http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/casava.html] y
se eliminaron aquéllas que no pasaban los criterios de pureza determinados
de forma primaria por el programa del secuenciador, que examina la pureza

de la senal en los primeros 25 ciclos de funcionamiento.
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Los valores de calidad se asociaron con valores superiores a 30 en la escala
PHRED, que determina la probabilidad de que la base sea leida de manera
erronea, y posee un valor maximo de 40, que indica la maxima confianza en
la identificacién de la base, y un minimo de 0 [Ewing y cols., 1998].

Como resultado final de la secuenciacién, se obtuvieron 25.066.143 y
27.848.979 lecturas, considerando una longitud media de 76 pares de bases,
para el transcriptoma del hamster sirio control y la linea GASH:Sal,

respectivamente.

4.3.3 Analisis de datos del transcriptoma.

Los datos de secuencias obtenidos se analizaron a tres distintos niveles:
Primario: Control de calidad del dato bruto.

Secundario: Mapeo y cuantificacion de transcritos.

Terciario: Analisis de expresion.

4.3.3.1 Analisis primario. Control de calidad del dato bruto.

Para la seleccion de la mejor estrategia de pre-procesamiento de las lecturas
iniciales se realiz6 un metadata, en el que se ajustaron los parametros de
calidad seleccionados por el equipo de Cenit Support Systems, con la
finalidad de obtener las lecturas de méaxima calidad. Para ello, en las
ocasiones en que fuera necesario, se eliminaron nucledtidos externos.
Concretamente, se selecciond un “trimmer’ de 15 nucleétidos en la region 3'
de las lecturas, es decir, que en 15 ocasiones se prescindié de nucleétidos del
extremo 3' debido a que esa zona carecia de la “calidad” del resto de la
secuencia. La evaluacién de los parametros de calidad del dato bruto fue
realizada con el programa FastQC

[http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/].

4.3.3.2 Analisis secundario. Mapeo y cuantificacion de transcritos.
Las secuencias/lecturas se mapearon frente a la ultima versién del

genoma del hamster chino proporcionado por la base de datos NCBI
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(National Center for Biotechnology Information) y con cédigo
NW_003613580. Posteriormente se eliminaron las lecturas de baja calidad

en el mapeo mediante Picard Tools [http://broadinstitute.github.io/picard/] y

las secuencias con valores altos de “calidad” se utilizaron para el
ensamblaje, identificaciéon y cuantificacion de los transcritos mediante

inferencia bayesiana [Cufflinks v2.02, http://cole-trapnell-

lab.github.io/cufflinks/]. El algoritmo de mapeo, al igual que la estrategia de

pre-procesamiento, se seleccion6 mediante meta-analisis, optandose por el
algoritmo que mejor se ajustara a la muestra de estudio mediante una
serie de parametros de calidad. En este caso, se seleccioné el algoritmo
propuesto por 7Top-Hat [Kim y cols., 2013]. En este punto, también se

ajustaron los parametros técnicos para llevar a cabo la anotaciéon funcional.

4.3.3.3 Analisis terciario. Anadlisis de expresion.

Para el analisis de expresion de las muestras, una vez tenemos nuestras
secuencias filtradas y limpias de contaminantes, se realiza un mapeo de los
datos de partida o raw data frente al ensamblaje y después una estimacion
de la abundancia del nimero de secuencias que alinean en cada transcrito o
unigen. Para la realizacion de tales estudios, se utilizé el paquete H7Seq
[Anders y cols., 2014] para obtener el nimero de secuencias que alinean en
cada transcrito o unigen, término que esta asociado a la expresion génica.
Posteriormente, para identificar los transcritos expresados
diferencialmente se us6 el paquete de herramientas DESeq [Anders y
Huber, 2012] de la plataforma Bioconductor [http://www.bioconductor.org/].
En el presente estudio se seleccionaron dos tipos de estudios de expresién
diferencial, el “estricto”, en que se tom6 como umbral de una probabilidad p
menor o igual a 0,05; y, debido a la no utilizacién de réplicas biolégicas, un
estudio adicional “no estricto”, considerando un valor de p sin ajustar a 0,05.
Para la obtencién del fichero VCF (Variant Call Forma®) que contiene las
variantes de la secuencia y su informacién, fue necesario previamente la

eliminaciéon las lecturas duplicadas, tras lo que se ejecutd el programa
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VarScan [Koboldt y cols., 2009]. Por otra parte, para la seleccién de
variantes especificas se utilizaron las herramientas vef-tools [Danecek y
cols., 2011].

Después de anteriores procesos, se produjo la identificacion de los genes
diferencialmente expresados. Dicha identificacion, se calcul6 a partir de las
muestras de elecciéon para poder realizar comparaciones entre las mismas.
Teniendo en cuenta este hecho, se establecieron analisis distintos para el
calculo de la expresion diferencial y se realizaron para cada uno de los
grupos de muestras establecidas, generando datos dos a dos de la

comparacién de las muestras de interés (Figs. 9y 10).
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Figura 9. Ajuste del modelo teérico (linea roja) con los valores experimentales (puntos
negros). En el eje Y se representa el valor de dispersién y, en el eje X, el nivel de expresién.
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Figura 10. Grafico que muestra el nivel de expresion medio de los diferentes genes del
transcriptoma. Los genes diferencialmente expresados se muestran en color rojo. En el eje Y
se representa el FC y, en el eje X, el nivel de expresion.

Tras estas comprobaciones, se recopilaron los genes alterados
diferencialmente entre GASH:Sal y el control, con toda la informacién de la
expresion diferencial y su anotacién funcional en relacién a todos los genes a

estudio para los analisis posteriores.

4.3.3.4 Estudio de enriquecimiento funcional.

Se utilizo el test hiper-geométrico presente en el paquete base de R para
obtener el valor de p asociado, usando un valor de p ajustado a 0,05 por
False Discovery Rate (FDR) [Benjamini y Hochberg, 1995] para determinar

una categoria funcional como estadisticamente sobre-representada.
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4.4 Anotacion de los datos del transcriptoma.

Todos los transcritos detectados mediante inferencia bayesiana fueron
anotados utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), proporcionado por el NCBI de los EE.UU. BLAST acttia buscando
regiones de similitud entre secuencias: compara nucleétidos o proteinas con
secuencias en las bases de datos disponibles y calcula la significancia

estadistica de las coincidencias [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgil.

Con esta anotacién se obtienen los nombres de genes que corresponden a
cada una de las lecturas/secuencias obtenidas, un buen punto de partida

para posteriores analisis.

4.5 Correlaciones génicas y funcionales de los genes diferenciales del

transcriptoma.

Después del control de calidad de los genes diferencialmente expresados,
normalizacién de las librerias y comprobaciéon de la ausencia de desviacion
estadistica entre la expresion diferencial y la expresion media, se empezo el
analisis de los datos obtenidos como tal.

Uno de los medios de analisis mas interesantes es el trabajo con la tabla de
los datos obtenida (un ejemplo seria la tabla que se puede encontrar en el
Anexo 1), donde se pueden observar individualmente los niveles de
expresion génica sobreexpresados o infraexpresados a través del dato del
valor del nivel de expresién de un transcrito en una condicién frente a otra
(FC, del inglés, fold change).

Posteriormente, se utilizaron diferentes bases de datos biologicas, de
funciéon molecular, componente celular, fenotipo asociado a enfermedad y
rutas metabdlicas, para la anotacion funcional de los genes
diferencialmente expresados. Concretamente, las bases de datos utilizadas

fueron:
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- The PANTHER Classification System, [http://www.pantherdb.org/] es una

base de datos gestionada por el Gene Ontology Reference Genome Project, 1la
cual permite la clasificacion de grupos de proteinas relacionadas
evolutivamente y su clasificaciéon a través de sus funciones

- STRING 10.0. [http://string-db.org/l: 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 Zurich gestionan esta base de datos

- CTD [Comparative Toxicogenomics Database; http://ctdbase.org/]. Base de

datos comparativa toxicogendomica 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 (Japén) y es utilizada para el andlisis de las rutas metabdlicas en las

que estan implicados un determinado grupo de genes o proteinas.

4.6 Validacion de genes diferencialmente expresados en el andlisis del

transcriptoma mediante RT-qPCR.

Para validar los resultados obtenidos en el estudio de los transcriptomas se
utilizaron otra técnica de analisis de expresién génica mas sensible como la
RT-qPCR. Esta presenta dos etapas diferenciadas, una primera denominada
retrotranscripcién (RT) o transcripcién reversa, consistente en la sintesis de
ADNc a partir de ARNm, y una segunda etapa que utiliza como molde de

ADN el propio ADNc sintetizado anteriormente, que es la propia qPCR.
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En primer lugar, para obtener ADNc por retrotranscripcion de ARNm, se
utiliza el kit ImProm-II"™ Reverse Transcripcion 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 oligonucleétido (dT)15
a 70 °C durante 5 minutos, tras lo cual se enfrié en hielo. Esta reaccion se
anade a una mezcla preparada previamente que contiene 1 ul de
transcriptasa inversa ImProm-II™, 4 ul de tampén 5 X ImProm-IT™, MgCl.
1,5-8,0 mM, una mezcla de dNTP (desoxinucleétidos tri-fosfato) 0,5 mM, 20
U del inhibidor de ribonucleasas Recombinant KNasin® y agua ultrapura
libre de ARNasas hasta un volumen final de 15 pl. La reaccién se somete
durante 5 minutos a 25 °C, lo que permite que el cebador anille con el ARN
molde; posteriormente, se incuba a 42 °C durante 1 hora, para que la
transcriptasa sintetice el ADNc. Finalmente, la transcriptasa inversa se
inactiva incubando 15 minutos a 70 °C las mezclas de reaccién. En la
segunda etapa, con el objetivo de evaluar los cambios en los niveles de
expresion de los genes diferencialmente expresados, se realizé una qPCR o
también denominada PCR a tiempo real, que permite cuantificar el nivel de
ADN (producto de PCR) obtenido en cualquier momento de la propia PCR
(amplificacién) mediante una sefal de fluorescencia. Los valores
logaritmicos de fluorescencia, representados frente al ntimero de ciclos,
permiten valorar la cantidad de ADNc 1inicial. Estos valores, son
inversamente proporcionales a la cantidad de ADNc inicial y se expresan
como Ct (del inglés, cycle threshold) o ciclo umbral (Fig. 11) [Schmittgen y
Livak, 2008].
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Figura 11. Grafico que representa los valores logaritmicos de fluorescencia frente al namero
de ciclos, valores inversamente proporcionales a la cantidad de ADNe inicial.

Previamente a la realizaciéon de la qPCR como tal, se realizé6 un analisis de
la eficiencia de los cebadores especificos para cada uno de los genes a
estudiar, de ese modo, se pudo establecer el rango dinamico de expresion de
cada pareja de cebadores y también la denominada Eficiencia (E). Del
mismo modo, mediante este analisis se establecié la concentracion 6ptima a
la cual se pudo realizar la cuantificacion relativa para cada uno de los genes
a estudio. Para ello y de forma especifica, se realizé una dilucién seriada del
ADNc de cualquiera de las muestras a estudio y se calcularon los Ct

obtenidos para cada una de las concentraciones dispuestas (Fig. 12).
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Figura 12. Representacién grafica del calculo de los Ct (ciclo umbral) obtenidos para cada

una de las concentraciones dispuestas, con valores de coeficiente de correlacion, eficiencia y
rango dinamico.

Seguidamente, la qPCR como tal fue realizada usando la sonda inespecifica
SYBR-Green I, fluorocromo que se une a la doble hebra de ADN. Para poder
distinguir los productos de PCR generados en la qPCR con este tipo de
sonda se realiza un analisis 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.
Como se observa en la Fig. 13, la curva de desnaturalizacién se obtiene al
aumentar grado a grado (ejemplo: de 60 °C a los 95 °C) hasta que se observa

que en un determinado grado centigrado se desnaturaliza nuestro producto

de PCR especifico (Fig. 13)
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Figura 13. Curva de desnaturalizacién de un grupo de muestras. (A) El eje de ordenadas
marca la fluorescencia frente al eje de abscisas, la temperatura. (B) Se muestra un tnico
pico, producto del amplicon de PCR especifico generado. El eje de ordenadas representa la
derivada de la fluorescencia respecto a la temperatura frente al eje de abscisas, la
temperatura.

El volumen final para cada reaccion 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), 7,4 ul de agua ultrapura y 1 ul de ADNc en una
concentracion de 1 ng/ul. La reaccion de amplificacion de PCR tuvo lugar en
un termociclador acoplado a un fluorimetro (ABI Prism 7000, Applied
Biosystems) con las siguientes condiciones: 10 minutos 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 disociacién mencionada.

Todas las qPCRs fueron realizadas por triplicado para cada muestra (3
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réplicas), utilizando un minimo de tres muestras y un méximo de 6; asi
mismo, en todas las qPCRs se incluyeron controles negativos.

El tipo de analisis de datos empleado para la cuantificaciéon de las qPCRs
fue el de cuantificacién relativa, a una condicién dada (“control”), utilizando
el método de las Ct, ttil 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 expresién relativa de cada transcrito (FC), de acuerdo a la
ecuacién E — (ACt “condicién 17 — ACt “condicién 2”)  donde la E se refiere a la eficiencia
de la PCR, ACt de cada “condicién” (“condicién 17, es en nuestro caso, el
transcriptoma de la linea de hamsteres sirios GASH:Sal y, “condicién 27, es
la de los hamsteres sirios control) es igual a la Ct del “gen de interés” — Ct
del “control interno, gen endégeno o housekeeping” [Schmittgen y Livak,
2008; Livak y Schmittgen, 2001]. Para determinar el gen endégeno éptimo a
utilizar en la cuantificaciéon de las qPCRs se analizaron los perfiles de
expresion de dos genes, P-actina (B-act) y gliceraldehido 3-fosfatasa
deshidrogenasa (Gadph). Los niveles de expresién de cada uno de ellos
fueron medidos en las dos lineas de hamsteres sirios por RT-qPCR y
utilizando el programa NormFinder [Andersen y cols., 2004] calculamos las
variaciones de expresion génica intra e intergrupal, concluyendo que el gen
de la fS-act es el mas estable. Como gen de referencia o control endégeno, se

empleé el gen de la B-actina (Tabla 1).

4.6.1 Analisis Estadisticos.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa PASW
Statistics 18.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). La descripcién de los
datos se efectué mediante media + error estandar de la media (SEM, de sus
siglas en inglés) tanto para variables continuas como para frecuencias
absolutas y relativas de variables categoéricas. Los resultados de los

parametros estudiados en las diferentes condiciones experimentales se
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compararon entre los diferentes grupos haciendo uso del médulo ANOVA vy,

en los casos apropiados, se realizaron comparaciones multiples post-hoc y el

test ¢ de Student para variables independientes.

consideraron significativos cuando p < 0,05.

Proteina

objetivo

Egri

Egr2

Egr3

Gabrad

Gapdh

B-actina

Numero

GenBank!

NM_012551.2]
Rattus norvegicus
XM_005065288.1 |
Mesocricetus
auratus
XM_007636101.1 |
Cricetulus griseus

XM_003515916.1|
Cricetulus griseus
XM_005070807.1 |
XM_005070806.1 |
Mesocricetus
auratus
AB264614.1|
Rattus norvegicus

XM_006252240.1 |
XM_006252239.1 |
Rattus norvegicus
XM_005071015.1 |
XM_005071014.1 |
XM_005071013.1 |
Mesocricetus
auratus
XM_003496195.1 |
Cricetulus griseus

XM_008770135.1 |
Rattus norvegicus
XM_003507783.2
XM_007634147.1
XM_007634149.1
XM_007634150.1
Cricetulus griseus
XM_005080795.1
XM_005080796.1
XM_005080797.1
Mesocricetus
auratus

NM_017008.4 |
Rattus norvegicus
NM_001244854.2 |
Cricetulus griseus

XM_006248886.1 |
XM_006248885.1 |
Rattus norvegicus
XM_007648665.1 |
Cricetulus griseus
NM_001281595.1 |
Mesocricetus
auratus

Cebador

Directo

CAGC(A/G)GCGC(T/
C)TTCAATCCTC

AGGCCCTTGGATCT
CCCATA

CCACAAGCCCTTCC
AGTGTC

CACCAT(A/C)AGTGC
GGAGTGTC

ACATGCCGCCTGGA
GAAACCT

AGCCATGTACGTAG
CCATCC

ADNc

Directo

162—181
502521
265—284

31-50
347—-363
559—-575

27—46

1198-1217
1019—-1038
789—808
955—-975
1154—1173
780—799

1276—1295
498—-517
498—-517
441—460
441—460
605—624
441—460
441—-460

805—824
802—821

240—259
415—434
489—506
390—407

Cebador

Inverso

GTGGTCAGGTGCT
CGTAGGG

CAGCTGGCACCAG
GGTACTG

GTGCGGATGTGAG
TGGTGAG

ATTTCAAAGGGCA
GGCATGA

GCCCAGGATGCCC
TTTAGTGG

ACCCTCATAGATGG
GCACAG

ADNc

Inverso!

202—221
542561
3056—324

127—146
443—462
655—674
123—142

1253—1273
1074—1094
844—860
1010—-1026
1209—-1225
835—855

1327—1346
549—-568
549—-568
492—511
492—511
656—675
492—511
492—511

874—894
871—891

335—354
510—-529
584—602
485—503

Tamafio
del
producto

60

116

75

71

90

115

Los resultados se

EZ

2.04

2.00

1.98

1.98

2.00

2.03

Tabla 1. Cebadores utilizados en la gPCR.
1Se indica la localizacién del cebador correspondiente a las secuencias origen del GenBank (obtenido
del NCBI) para rata y la especie de hamster correspondiente.
2La eficiencia del cebador de la qPCR (E) se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacién: E=10C1/pendiente)
Referencias: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; n.s. = no significativo.
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4.1 Envio de las secuencias de los transcriptomas del CI del hamster sirio

Control y del de la linea GASH'Sal a bases de datos online.

Las secuencias correspondientes a los transcriptomas del CI tras
estimulaciéon acustica, tanto del hamster sirio control como de la linea de
hamster sirio GASH:Sal, se pusieron a disposicion de la comunidad

clentifica a través de la base de datos del NCBI.

Title App Group Status
Mesocricetus auratus Transcriptome or Gene BioPraject BioProject: Processed
expression PRINAZ30618 : Study of Mesocricetus auratus' Inferior Colliculus Transcriptome after acustic stimulation
(TaxId: 10036)
BioProject: 230618 TSA TSA Z TSA: Processing
GBHS00000000
gashsubmission.sqn
BioProject: 230618 TSA TSA X TSA: Processing
GBHRO0000000
controlsubmission.sqn
Model organism or animal sample BioSample BioSample: Processed
Successfully loaded
(8 objects)
Model organism or animal sample BioSample BioSample: Processed

Successfully loaded
(7 objects)

Figura 14. Detalle del portal de envios del NCBI [https:/submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/] en

9

el que se observan las entradas correspondientes a “proyecto”, “muestra” y “experimento”.

Siguiendo las instrucciones de la plataforma del NCBI, en primer lugar, se
cred una entrada del “proyecto” (BioProject ~ submission,

[https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/bioproject/] con el titulo Study of

Mesocricetus auratus' Inferior Colliculus Transcriptome after acustic
stimulation [Lépez-Lépez y cols., 2014]. A continuacién, se crearon dentro
del mismo, las entradas correspondientes a las “muestras” y a las del propio
“experimento” como tal, incluyendo caracteristicas de las muestras y
detallando los procesos que llevaron a la obtenciéon de los resultados
obtenidos de ambos  transcriptomas (BioSample  submission,

[https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/biosample/l;, SRA, Sequence Read

Archive, submission, [https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/l).

Los archivos con la informacion de ambos transcriptomas se enviaron en
formato Sequin (.sqn). Para ello, los archivos iniciales que se encontraban en

formato FASTA (fsa) fueron convertidos al formato Sequin utilizando el
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programa de la plataforma on Iline Thi2asn

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/], proporcionado por el

NCBI (TSA, Transcriptome Shotgun  Assembly, submission)

[https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/tsa/l. Seguidamente, para finalizar el

proceso anterior al envio definitivo de los archivos, en los casos en que fue
necesaria una serie de ajustes y/o correcciones en la secuencia resultante en
formato Sequin, se utilizo6 el programa bioinformatico GenBeans

[http://www.genbeans.org/] para realizarlos.

5.2 Andlisis de la expresion diferencial del transcriptoma del CI de la linea

de hamster sirio GASH-Sal en comparacion con el del hamster control.

Tras la correspondiente estimulacion sonora que genera las crisis
convulsivas epilépticas, se obtuvieron y analizaron los transcriptomas del CI
de la linea de hamster sirio GASH:Sal y del control utilizando como base de
la anotacién génica el genoma del hamster chino y, a continuacién, se
procedié al analisis de la posible expresion diferencial del transcriptoma de
la linea de hamster sirio GASH:Sal en comparacién con la del control.

Se detectaron un total de 102.277 genes en los transcriptomas del CI de la
linea de hamster sirio GASH:Sal y del hamster control, de los que se
pudieron identificar 86.695, mientras que 84.141 proporcionaron valores de
expresién en uno o ambos transcriptomas (82.034 en el caso de la linea de
héamster sirio GASH:Sal y 83.580 en el del control).

Seguidamente, se realizdé un filtro entre los genes identificados con mayor
expresion diferencial al comparar los transcriptomas del CI de la linea de
hamster sirio GASH:Sal respecto a la del hamster control, estableciendo un
umbral de corte de FC > 2,0, obteniendo una muestra de 61.093 genes.
Finalmente, se opté6 por realizar un analisis “estricto” para que los
resultados fueran estadisticamente significativos (p < 0,05). De este modo,
sélo los genes cuya lectura de expresion diferencial tuvieran asociado un p <

0,05 y un FC > 2, formaron parte de la muestra final, constituida por 58
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genes expresados diferencialmente (Figs. 16 y 17; Tabla 2 y Anexo 1). Sobre

éstos 58 genes, se realizaron analisis posteriores con el objetivo de

caracterizarlos individualmente y como conjunto.

Genes detectados totales: 102277 Genes identificados totales: 866385 Genes con valor de expresion: 84141

) 2

Genes con FC22: 61093 Genes con p=0,05: 529 Genes con p=0,05 y FC22: 58

=

Figura 15. Diagrama de la variacién del tamafio de la muestra de estudio segin diferentes
parametros: existencia de identificacion, de valor de expresion, valor de expresién
diferencial segun FC, p asociado al valor de expresion diferencial y estos dos ultimos
simultaneamente.

Como se mencioné en el apartado de Material y Métodos, para la realizacién
de las clasificaciones funcionales se utiliz6 la base de datos PANTHER; para
el analisis en profundidad de las rutas metabdlicas en las que participaban
los genes del estudio, se utiliz6 la base de datos KEGG; mientras que, para
el analisis de las relaciones entre las proteinas codificadas por los genes de
la muestra, se us6 la base de datos de interacciones STRING 10.0.

Tanto PANTHER como STRING carecen aun en sus bases de datos del
genoma de hamster chino, por lo que se hicieron los andalisis usando los

datos del genoma de ratéon como referencia para los analisis, debido a que se
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trata de una especie con la que existe estrecha distancia filogenética

[Romanenko y cols., 2007; Ryu y cols., 2013].

o6
Atplalk

Aldhiak

Lum
SleGald
SleBal2
Krtis
Crryas

Shrp2
I=ir
Thibsl
Card

Sortadi
Axbla
Frlz
Slel3sg
Rnf125
Egrl
Trals
WL
Eqr3
Cd163

Slc2Bal

Tir

0 -5 0 5 10 15 20

Figura 16. Listado de genes (58) diferencialmente expresados e identificados con p < 0.05 y
FC > 2, del transcriptoma del CI de la linea de hamster sirio GASH:Sal en comparaciéon al
del hamster sirio control, y ordenados segtn el valor de su FC, de menor a mayor. En la
mitad superior se encuentran los genes del GASH:Sal infra-expresados (verde) y en la
inferior los sobre-expresados (rojo).
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Simbolo del gen

Nombre del gen

Abcc2 ATP binding cassette subfamily C member 2
Aldhla2 Aldehyde dehydrogenase 1 family member A2
Arce Activity-regulated cytoskeleton-associated protein
Asbi4 Ankyrin repeat and SOCS box containing 14
Atp2a3 Atpase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 3
Bace2 Beta-site APP-cleaving enzyme 2
Cls Complement component 1, s subcomponent
Cc6 Complement component 6
Car3 Carbonic anhydrase 3
Cavl Caveolin 1
Cdi163 CD163 antigen
Cmyad Cardiomyopathy associated 5
Dcdes Doublecortin domain-containing protein 5
Dcn Decorin
Egri Early growth response 1
Egr2 Early growth response 2
Egr3 Early growth response 3
Fabp7 Fatty acid binding protein 7
Fat3 FAT atypical cadherin 3
Fhi2 Four and a half LIM domains 2
Fos Fos proto-oncogene, AP-1 trancription factor subunit
Fosb FosB proto-oncogene, AP-1 trancription factor subunit
Fosl2 FOS like 2, AP-1 trancription factor subunit
Gadd4b5g Growth arrest and ADN-damage-inducible 45 gamma
Gngl3 Guanine nucleotide binding protein subunit gamma 13
Gpr83 G protein-coupled receptor 83
Gpr98 Adgrv1: Adhesion G protein-coupled receptor V1
GrinZe Glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2C
Igfnl Immunoglobulin-like and fibronectin type III domain containing 1
Islr Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat
Junb Proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit
Krt19 Keratin, type I cytoskeletal 19
Lum Lumican
Mybpc3 Myosin binding protein C, cardiac
Myols Myosin XVA
Myom1 Myomesin 1
Npas4 Neuronal PAS domain protein 4
Nup155 Nucleoporin 155kda
Ogn Osteoglycin
Rab29 Member RAS oncogene family
Rem2 RRAD and GEM like gtpase 2
Rnfi25 Ring finger protein 125, E3 ubiquitin protein ligase
Sertadl SERTA domain containing 1
Strp2 Secreted frizzled related protein 2
Slc13a4 Solute carrier family 13 (sodium/sulfate symporter), member 4
Slc22a12 Solute carrier family 22 (organic anion/cation transporter), member 12
Slc28a1 Solute carrier family 28 (concentrative nucleoside transporter), member 1
Slc6al2 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 12
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Simbolo del gen Nombre del gen
Slc6al3 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, GABA), member 13
Slitrk6 SLIT and NTRK like family member 6
Smgl SMG1, nonsense mediated ARNm decay associated PI3K related kinase
Thbs1 Thrombospondin-1
Tmsb15b Thymosin beta 15B
Tph2 Tryptophan 5-hydroxylase 2
Trafb TNF receptor associated factor 5
Ttr Transthyretin
Vel Vinculin
Wnk4 WNK lysine deficient protein kinase 4

Tabla 2. Lista de los nombres de los 58 genes diferencialmente expresados e identificados
con FC > 2,0y p< 0,05 del transcriptoma del CI de la linea de hamster sirio GASH:Sal en
comparacién al del hamster sirio control segtun la base de datos genética del NBCI para el
hamster chino actualizada el 1 de junio de 2016.
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Figura 17. Grafico de dispersién en el que se observa el FC de los genes diferencialmente
expresados e identificados con FC > 2,0 y p < 0,05 del transcriptoma del CI de la linea de
hamster sirio GASH:Sal en comparacién al del hamster sirio control.

Se destacan en rojo los genes cuyo valor absoluto de FC aparece claramente distanciado
graficamente de la mayoria de la muestra, agrupada alrededor de la media de los valores
absolutos (3,95), concretamente 7%r (21,14), Egr2 (18,67), Slc28al (13,90), FosB (12,15),
Atp2a3(-5,49) y C6(-10,03).
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5.3 Clasificaciones funcionales y correlaciones de los genes diferencialmente
expresados en la linea de hamster sirio GASH-Sal en comparacion con la de

los hamsteres control.

El analisis de clasificacion funcional de los genes diferencialmente
expresados comparando los dos transcriptomas del CI, se realizé usando la
version 11.0 de PANTHER, que incluye en el analisis estadistico de la
varianza (ANOVA) de comparaciones multiples de Bonferroni [Ranstam,
2016]. En el caso del andlisis de rutas metabdlicas, debido a que existen
rutas asociadas a varios genes y genes que participan en varias rutas, se
realizaron test independientes entre si con un ajuste de Bonferroni
conservador.

Los 58 genes diferencialmente expresados seleccionados para el analisis
fueron mapeados por PANTHER y encuadrados en las siguientes categorias:
“funciones moleculares’, “componentes celulares’, “ procesos biologicos’, “tipo
de proteina’ y “rutas metabdlicas’ (Figs. 18-21 y Tablas 3-8).

De los 58 genes diferencialmente expresados, PANTHER no pudo mapear 2
de ellos: Dede5'y Tmsb15b, debido a que no se encuentran aun en su base de
datos. La ausencia de algunos genes en las clasificaciones funcionales es

debida a que no poseen informacioén asociada dentro de la base de datos de

PANTHER en el campo pertinente a cada clasificacion.

5.3.1 Funciones moleculares.

La clasificacién de las proteinas codificadas por los genes diferencialmente
expresados en relacion con las funciones moleculares de las mismas, permite
apreciar que las proteinas de union, catalizadores y transportadores, son las
mas representadas en la muestra, con un 29% en los dos primeros casos y

un 20% en el tercero.
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M Transportadores; 20%

M Catalizadores; 29%

M Moléc

M Proteinas de unidn;
29%

culas estructurales; 13%

M Receptores; 7%

M Transductores de
sefial; 2%

Figura 18. Distribucién porcentual de las diferentes categorias funcionales de las proteinas

codificadas por los genes diferencialmente expresados del anexo I.

Protei‘n’as de Catalizadores | Transportadores Moleculas Receptores TraHSdufmres
unién estructurales de sefial
Bace2 Abcc2 Abcc2 Cavl Ccdi63 Strp2

Cavl Aldh1a2 Atp2a3 Krt19 Islr
Fhl2 Atp2a3 Gpr98 Mybpc3 Sfrp2
Junb Bace2 Slc13a4 Myols
Lum Cls Slc22a12 Myom1
Mybpe3 Car3 Slc28al1 Nuplib5
Myo1s Cavl Sle6a12
Myom1 Cd163 Slc6al3
Npas4 DCN Ter
Rem2 Myolbs
Sertadl Rem2
Strp2 Smgl
Trats Wnk4
Tabla 3. Lista de genes incluidos en las categorias de funciones moleculares. Los genes en
rojo aparecen con mayor frecuencia a lo largo de las categorias.
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5.3.2 Componentes celulares.

La clasificacion funcional del grupo de genes diferencialmente expresados al
comparar ambos transcriptomas en relacion con los diferentes componentes
celulares muestra tres categorias especialmente destacadas, componentes

celulares, componentes de membrana y orgdnulos (Fig. 19 y Tabla 4).

M Matriz extracelular;
5%

M Complejos macromoleculares ; 10%

M Componentes
celulares; 28%

M Componentes de
membrana; 26%

M Region extracelular; 8%

M Organulos; 23%

Figura 19. Distribucion porcentual de las diferentes categorias subcelulares de las
proteinas codificadas por los genes diferencialmente expresados del anexo I.

Componentes Matriz Regién Complejos Componentes de ,
Organulos
celulares extracelular | extracelular | macromoleculares membrana
Atp2a3 Lum Islr Junb Atp2a8 Atp2a8
Bace2 Ogn Lum Mybpc3 Myolbs Bace2
Dcn Ogn Myoml1 Nuplss Junb
Junb Nup155 Stirp2 Krt19
Krt19 Slc13a4 Mybpc3
Mybpc3 Slc22a12 Myols
Myol5 Slc28al Myom1
Myom1 Slc6al2 Nupi55
Nupl55 Slc6al3 Rab29
Rab29 Slitrk6
Smgl

Tabla 4. Lista de genes incluidos en las categorias de componentes celulares. Los genes en
rojo aparecen mas frecuentemente que ningun otro a lo largo de las categorias.

Por otra parte, PANTHER permite concretar algunas subcategorias, algo
que puede ser interesante dentro de la categoria de componentes celulares,

por su amplitud, lo que permite observar que todas las proteinas de la
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categoria estan asociadas con el citoplasma intracelular.

5.3.3 Procesos biologicos.

En el caso de la clasificaciéon funcional en relacion con los diferentes
procesos bioldgicos, se observa un mayor numero de categorias
correspondientes a diferentes funciones biolégicas asociadas a los genes del
estudio, al mismo tiempo que se puede observar una categoria con un
elevado niimero de genes asociados, procesos celulares (Fig. 20, Tabla 5).
Estudiando las subcategorias que forman, por ejemplo, la amplia categoria
de procesos celulares, con 29 entradas, se observa que la que tiene un mayor
numero de genes asociados es la de comunicacion celular, seguida de la del

ciclo celular.

M Respuesta Inmune M Adhesién celular
M Respuesta a estimulos 4% 2% M Localizacién
7% 12%

M Regulacién

4% L
. M Organizacion celularo
M Procesos de organismos bioeénasi

| iogénesis

multicelulares | 9%
7%

M Procesos metabdli
13%

M Procesos celulares
30%
M Desarrollo
12%

Figura 20. Distribucién porcentual de los diferentes procesos biolégicos en los que
participan las proteinas codificadas por los genes diferencialmente expresados del anexo I.
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Localizacién Res;zuesta Desarrollo Organigaci’()n . Proceis_os Procesos
a estimulos celular o biogénesis | metabdlicos | celulares
Abcc2 Abcc2 Fabp7 Krt19 Atp2a3 Atp2a3
Cavl c6 Fat3 Lum Bace2 Bace2
Cdi63 Dcn Fhi2 Mybpc3 Cls Cc6
Myols Gadd45g Gadd45g Myol5 Cavl Cavl
Nup155 Junb Junb Myom1 Cdi63 Cdi63
Rab29 Strp2 Lum Nup155 Dcn Dcn
Rem?2 Smgl Mybpc3 Ogn Junb Gadd45g
Slc13a4 Myom1 Rab29 Lum Gpr98
Slc22a12 Ogn Slitrk6 Npas4 Islr
Slc28a1 Slitrk6 Ogn Junb
Ttr Trafb Rnfi125 Krt19
Smgl Lum
Mybpc3
Remacon | Adbosén | Teopuosia | oo d e ot
Atp2a3 Cc6 Cls Lum Myom1
Junb Rem2 Cc6 Mybpc3 Npas4
Rnfi25 Gadd45g Myom1 Nup1565
Strp2 Traf5 Ogn Ogn
Rem2 Rab29
Slitrk6 Rem2
Wnk4 Rnfi125
Sertadl
Slc13a
Slc22a12
Slc28a1
Slitrk6
Smgl
Trafs
Wnk4

Tabla 5. Lista de genes incluidos en las categorias de procesos bioldgicos. Los genes en rojo
aparecen mas frecuentemente que ningun otro a lo largo de las categorias.

Lum y Ogn resultan los genes mas ubicuos en la clasificacion. Se observa, al
igual que en el apartado anterior (Tabla 4), que ambos aparecen siempre en

las mismas categorias, lo que sugiere que estan relacionados de algiin modo.
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5.3.4 Tipos de proteinas.

En el caso de la clasificacién funcional en relacién con los diferentes tipos de
proteinas codificadas por los 58 genes diferencialmente expresados al
comparar los dos transcriptomas de esta tesis doctoral, se detecta que las
categorias con mas genes representados son las de transportadores (17%) y
receptores (12%) (Fig. 21, Tabla 6). En el primer caso, la mayor parte de las
entradas se presentan en la subcategoria de transportadores de cationes y

de canales ionicos y, en el segundo, en la de receptores acoplados a proteinas

G.

Unién de acidos nucleicos M Enzimas moduladoras
Proteinas de transporte de_ 5% 5%
membrana
2%

M Factores de transcripcion
7%

M Hidrelasas
8%

Transportadores
17%

M Liasas

2%

Proteinas estructurales
3%

_ M Ligasa
2%

Proteinas de unién celular
2%

écula adhesién celular
3%

oleculas de sefializacion
5%

M Oxidorreductasas
3%

Transferasas
3%
Receptores
12% M Proteina matriz extracelular
8%
Receptor regulatorio/proteina_

™ : .
adaptadora Proteinas de citoesqueleto

3%

. | Proteinas de
29 Proteinas transportadoras | defensa/inmunidad

3% 3%

Figura 21. Distribuciéon porcentual de los diferentes tipos de proteinas codificadas por los
genes diferencialmente expresados del anexo I.

En el caso de tipos de proteinas, se encuentra una clasificacion con 20
categorias con una representaciéon de genes desigual. Se observan varias
categorias con s6lo uno o dos genes representados. El que aparece en mas
categorias es el gen Cavl, seguido de Cdi163, Dcn, Igfnl y Myolb, no
encontrandose ninguno de los 5 en la categoria con mas representacion,

transportadores, como se observa en la Tabla 6.
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Proteinas de

Transportadores | Receptores Facto? d?’, Uni6n (.16 ac. matriz Hidrolasas
transcripcién nucleicos
extracelular
Abce2 Ccdi63 Fhi2 Junb Den Atp2a3
Atp2a3 Dcn Junb Npas4 Islr Bace2
Gpr98 Gpr83 Npas4 Smgl Lum Cls
GrinZc Islr Sertadl Myom1 Cdi163
Slc13a4 Lum Ogn Iefnl
Slc22a12 Ogn
Slc28a1 Strp2
Slc6ai2
Slc6al3
Ttr
Proteinas de Moléculas Enzimas Proteina A .
., de . Lo Transferasas | Oxidorreductasa
unién celular o e e, moduladoras | citoesquelética
sefializacién
Myol5 Den Cavl Krt19 Smgl Aldhla2
Strp2 Myo15 Myo15 Wnk4 Cdi63
Trats Rem2
Proteinas de . Proteinas de Proteina Proteinas Moléculas de
defensa / Liasas transporte de -
. . transportadora | estructurales | adhesion celular
inmunidad membrana
Cls Car3 Cavl Slc22a12 Cavl Igfni
Igfnl Ttr Krt19 Myom1
Receptores
regulatorios / .
Proteinas Ligasas
adaptadoras
Cavl Rnf125

Tabla 6. Lista de genes incluidos en las categorias de tipos de proteina. Los genes en rojo
aparecen mas frecuentemente que ningun otro a lo largo de las categorias.

5.3.5 Rutas metabdlicas.

En el caso de la clasificacion funcional en relacién con la pertenencia de los

genes diferencialmente expresados a las diferentes rutas metabdlicas se

detecta un numero elevado de categorias, con 29 rutas diferentes. De éstas,

Unicamente 7 contienen mas de un gen: ruta del receptor de GnRH, via de

senalizacion WNT, via de sefalizacion de la integrina, ruta de Ia

enfermedad de Huntington, via de sefalizacion de pb3, sefalizacion
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estimulada por angiotensina Il mediante proteinas G y beta-arrestina y

mapa de sefializacion del receptor de la colecistoquinina (Tablas 7y 8).

Rutas metabblicas N°

Via de sefializacién de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)

Via de sefializacién de WNT

Via de sefializacién de la integrina

Enfermedad de Huntington

Via de sefializacién de p53

Sefializacién estimulada por angiotensina II mediante proteinas G y beta-arrestina

DN D (DD (D[ |

Mapa de sefializacién del receptor de la colecistoquinina

Metabotropic glutamate receptor group III pathway, lonotropic glutamate receptor
pathway, Apoptosis signaling pathway, Interleukin signaling pathway, Angiogenesis,
Alzheimer disease-presenilin pathway, Alzheimer disease-amyloid secretase pathway,
Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade,
Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway, PDGF signaling
pathway, Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway, Cadherin signaling
pathway, Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway, Metabotropic 1
glutamate receptor group I pathway, B cell activation, Heterotrimeric G-protein
signaling pathway-rod outer segment phototransduction, Heterotrimeric G-protein
signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway, Heterotrimeric G-protein
signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway, 5-Hydroxytryptamine
degredation, 5-Hydroxytryptamine biosynthesis, T cell activation, TGF-beta signaling
pathway.

Tabla 7. Rutas metabdlicas en las que se clasifican las proteinas analizadas con el nimero
de proteinas asociadas a cada una. Hay un total de 25 rutas, pero sélo 7 de ellas tienen mas
de un gen asociado (destacados en rojo). Las vias representadas en una celda agrupada,
tienen asociado una proteina cada una individualmente, no colectivamente.

GnRH WNT Integrina | Huntington p53 Angiotensina | CCKR
Cavl Fat3 Cavl Fos Gadd45g Ergl FEerl
FEgrl Gngl3 Vel GrinZc Thbs1 Egr2 Fos
Fos Strp2
Fosb
Junb
Vel

‘ Tabla 8. Lista de genes incluidos en las 7 rutas metabdlicas con mas genes asociados.

Los genes FKgril, Cavl, Fos y Vcl aparecen en mas de una de las 7 rutas

destacas en el analisis y, Ergly Fos, en tres de ellas.
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Displaying only results with P<0.05; click here to display all results
| Mus musculus (REF

Client Text Box Input

)|
PANTHER Pathways | - | # expected Fold Enrichment +/- P value
Gonadotropin-releasing hormone receptor Datt‘.wa\-| 236 | 6 61 978 + 558E-03
Unclassified | 19715 |41 5123 80 - 000E0D

Tabla 9. Resultado del test de representacién estadistica realizado en PANTHER con los
datos de rutas metabdlicas como objeto. Sélo la ruta del receptor de GnRH tiene significado
estadistico (p < 0,05).

Por el especial interés en el estudio en las rutas metabdlicas debido a que
proporcionan datos de una asociacion directa entre diversos genes, se realizo
un test de sobre-representacion estadistica en PANTHER para los datos
obtenidos en esta clasificacion, con el objetivo de comprobar si alguna de las
rutas se encontraba sobre-representada en el estudio de genes
diferencialmente expresados comparando los dos transcriptomas del CI, lo
que sugiere una importancia en los procesos epileptogenos tanto de la ruta,
como de las proteinas involucradas. En dicho andlisis (Tabla 9), se observé
que la ruta del receptor de GnRH tenia un FC de 9,78, con un dato esperado
de 0,61 (segin la base de datos de PANTHER), siendo adema4s la Unica de
las rutas con una probabilidad de expresion diferencial estadisticamente
significativa (p < 0,05) con un valor de 5,58E-03. Tratdndose, adema4s, de la
ruta con mas genes asociados segun el analisis anterior, parece interesante
prestarle atencion en el contexto del estudio, asi como a los 6 genes
asociados (Egrl, Fosb, Vecl, Junb, Fosy Cavl).

Por otra parte, se analizd si existia alguna relaciéon adicional entre las 7
rutas metabdlicas mas representadas del grupo de genes diferencialmente
expresados al comparar ambos transcriptomas utilizando la base de datos de
KEGG PATHWAY, donde se realizaron busquedas de las rutas. Sélo se
encontraron referencias a ruta del receptor de GnRH, via de sefalizacion
WNT, ruta de la enfermedad de Huntington y via de sefializacion de p53, en
forma de representacion esquematica de los elementos que componen dichas
rutas. Examinando dichas representaciones, se encontraron relaciones y

coincidencias que se pueden observar en la Fig. 22.
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Enfermedad de HUNTINGTON

i desealzacin deps3 *
EY LIS

Via de sefializaciéon de WNT

Figura 22. Esquema de coincidencias entre las rutas metabdlicas con mayor nimero de
genes asociados: la ruta del receptor de GnRH, la via de sefializaciéon WNT, la ruta de la
enfermedad de Huntington y la via de sefializacién de p53. La udltima (en naranja) de las
rutas estd incluida en las dos anteriores. También existe una interesante coincidencia en el
hecho de que la via de sefializacién de la MAPK (en azul) y la del calcio (en amarillo) en
todas las rutas, excepto la de p53.

5.3.6 Redes de interacciones.
Para completar el estudio, se realizé6 un andlisis de las interacciones y

asociaciones entre los genes de la muestra usando STRING 10.0 y su
analisis basado en asociaciones directas e indirectas y derivado de andlisis
computacional. STRING identificé 56 de los 58 genes en su base de datos.

El analisis revel6 un nimero significantemente mas elevado del esperado de
interacciones entre los elementos de la red (con respecto a un grupo al azar
con elementos similares), lo que indica que esos elementos deben estar, al
menos de forma parcial, conectados biologicamente, algo que se esperaba
que se pudiera confirmar en el estudio teniendo en cuenta la naturaleza de

los genes y su origen (Fig. 23).
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Slc13a4
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Rnf125
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Figura 23. Red de interacciones entre las proteinas de los genes del estudio. Las lineas representan las diferentes interacciones encontradas en la
base de datos de STRING: de bases de datos organizadas (azul claro), determinadas experimentalmente (magenta), proximidad (verde), co-
ocurrencia (azul oscuro), fusiones (rojo), busquedas bibliogréficas (amarillo), co-expresién (negro) y homologia de proteinas (gris).
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En la red de interacciones se observa un grupo de proteinas codificantes de
los genes diferencialmente expresados fuertemente relacionadas vy,
concretamente, un nucleo dentro de la red que aparece vinculado de manera
importante y esta formado por las proteinas implicadas en la ruta del
receptor de GnRH anteriormente sefialada (Egrl, Fosb, Vel Junb, Fos y
Cavl), Fosl2, Egr2, Egr3 o Arc. La red de interacciones también parece
apoyar la posible relaciéon entre Lumy Ogn senalada en el apartado 5.3.3, ya
que se encuentran en el otro ntcleo importante, que completan Dcn, RemZ2y
Islr. Ambos nimeros se encuentran unidos en la red por Smgl.

Para confirmar que las proteinas implicadas en la ruta del receptor de
GnRH tienen importancia dentro de la red y sus posibles relaciones entre si,
se cred otra red de interacciones usando Unicamente las proteinas presentes
en las 7 rutas metabdlicas senaladas como mas importantes en el apartado
5.3.5. En el resultado (Fig. 24) se aprecia que las interacciones se limitan a
los genes dentro de la ruta destacada, lo que parece confirmar un fuerte

vinculo a nivel bioldgico y de expresion.
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Cavl

Figura 24. Red de interacciones entre las proteinas de los genes incluidos en las 7 rutas
metabdlicas con mas numero de genes asociados. Se observa un nucleo de asociaciones al
que pertenecen las 6 proteinas asociadas a la ruta del receptor de GnRH, el que mas
representacion tiene en el analisis realizado, ademas de EgrZ. Las lineas representan las
diferentes interacciones encontradas en la base de datos de STRING: de bases de datos
organizadas (azul claro), determinadas experimentalmente (magenta), proximidad (verde),
co-ocurrencia (azul oscuro), fusiones (rojo), busquedas bibliograficas (amarillo), co-expresién
(negro) y homologia de proteinas (gris).

5.4 GQGenes diferencialmente expresados en la comparacion entre el
transcriptoma del CI del hdmster sirio GASH-Sal y el de su control

relacionados con procesos epilépticos.

Usando los datos de aportados por 7The Comparative Toxicogenomics
Database, se pudo obtener informacion sobre fenotipos asociados a 13.213
genes de la lista completa (de 102.277 genes) de genes de expresién

diferencial al comparar los transcriptomas del CI al que se refiere esta tesis.
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Seguidamente, se realizé6 una busqueda de fenotipos relacionados con la
epilepsia, por lo que se utilizaron los términos “epilepsy’, “epilepsies’ y
“seizure’ en tal busqueda (Anexos 2, 3 y 4, respectivamente).

Se observé que sblo uno de los genes encontrados en la busqueda, Gpr9s,
aparecia en el analisis del apartado 5.3. Esto es debido a que la mayoria de
los resultados encontrados en la bisqueda por fenotipo asociado, no cumplen
simultdneamente los criterios utilizados en el andlisis del punto 5.3 (p< 0,05
y FC > 2). Pese a ello, se considera importante la recopilacién de estos genes
(Anexos 2, 3 y 4) por su relacién ya conocida con la epilepsia y, de forma més
amplia, con convulsiones o crisis.

En la tabla 10, se observan los genes con fenotipos asociados a los términos
mencionados anteriormente y relacionados con la epilepsia que cumplen, en
cada una de las btusquedas, por lo menos uno de los criterios utilizados en el
analisis del punto 5.3, y Gpr9S, que cumple ambos y por eso se encontrd ya

en dicho analisis.

FC D Control GASH:Sal
" Epilepsy", FC > 2
Depdcsd 4,485049834 0,59325229 1,055847913 | 4,735530506
Mbp -6,317283951 | 0,078380768 | 17,94941452 2,841318303
" Epilepsy", p< 0.05
Glul 1,173041382 | 0,023271223 | 7709,801459 9043,91616
Actb 1,149626979 | 0,039625157 | 13155,86499 15124,33733
"Seizure", FC > 2
1i6r 2,332225914 | 0,459517612 | 5,279239564 12,31237931
Gpr98 -2,273347858 | 0,010727248 | 109,8081829 | 48,30241116
c7 -5,016666667 | 0,095902215 | 19,00526243 3,788424404
"Seizure", p< 0.05
Gpr98 -2,273347858 | 0,010727248 | 109,8081829 | 48,30241116
Pip1 1,189953462 | 0,007877543 | 32456,76484 38622,0397

Tabla 10. Lista de genes encontrados en las tres busquedas anteriores (“epilepsy’,
“epilepsies’ y “seizure’) que cumplen al menos uno de los criterios de valor de FC y

significacién de p. En rojo, Gpr98, inico gen que los cumple simultaneamente.
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Ademas de los datos de fenotipos asociados, se utilizé6 otra fuente de
informacién que proporcionara informacién sobre genes relacionados con
procesos epileptégenos: la lista de 71 genes de la EGI [Epilepsy Genetics

Initiative: http://www.cureepilepsy.org/egi/genes.aspl, los cuales ya han sido

identificados como relacionados con la epilepsia [EpiPM Consortium, 2015].
Dicha lista se cruzé con la lista completa de genes de expresion diferencial al
comparar los transcriptomas del CI para encontrar cuantos de estos genes,
cuya relaciéon con la epilepsia ya se encuentra determinada, aparecen en
ella: se hallaron 50 (Anexo 5), ninguno de los cuales ha aparecido en el
estudio del punto 5.3, pero 10 de ellos (Tabla 11) se encuentran entre los

identificados en las busquedas relacionadas en los fenotipos asociados

(Anexos 2, 3y 4).

Gen FC p Control GASH:Sal
Depdcsd 4,485049834 0,59325229 1,05584791 4,73553051
CharnZ2 1,750616225 0,06293346 65,4625706 114,599838
Aldh7al 1,151566849 0,30520347 468,796473 539,850478
CntnapZ2 1,099731569 0,42316046 714,809037 786,098064
Gabrg2 1,068574473 0,44989651 1981,82653 2117,72924
EpmZa 1,146179402 0,50874155 190,052624 217,834403
Gabral 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254
Keng2 -1,050187869 0,63104871 1235,34206 1176,30578
Scn9a -1,103554059 0,57276483 310,419286 281,290512
Kcengs -1,305321144 0,22501315 195,331864 149,642764

Tabla 11. Lista de genes resultantes de la biisqueda cruzada entre los genes de la lista de la
EGI y los identificados en las busquedas relacionadas en los fenotipos asociados.

Con el objetivo de determinar si el grupo de genes coincidentes entre la lista
de la EGI y la de genes de expresiéon diferencial al comparar los
transcriptomas del CI (Anexo 5) resulta similar al grupo de genes analizados
(Tabla 2) en cuanto a las rutas metabélicas en las que participan las
proteinas. Asi, se quiere comprobar si el grupo de genes analizado de entre
los genes diferencialmente expresados en la linea de hamster sirio

GASH:Sal en comparacion con la de los hamsteres control en el punto 5.3

87



http://www.cureepilepsy.org/egi/genes.asp
http://www.cureepilepsy.org/egi/genes.asp

resulta similar en este aspecto a un conjunto de genes que ya se han
probado relacionados con la epilepsia de algiin modo. El analisis se realiz6
utilizando PANTHER del mismo modo que anteriormente (5.3.5) y los
resultados apuntan a rutas coincidentes con aquel andlisis (13 de 31
obtenidas, la mayor parte rutas con varios genes asociados). Especialmente
destacada, la coincidencia de 5 de las 7 rutas metabdlicas que se destacaron
en el apartado 5.3.5, via del receptor de GnRH, mapa de senalizaciéon del
receptor de la colecistoquinina, enfermedad de Huntington, senalizaciéon
estimulada por angiotensina II mediante proteinas G y beta-arrestina y via

de senalizaciéon WNT.

%

Ruta metabdlica

Via de sefializacion de receptores acetilcolina muscarina 1y 3

Via del receptor de glutamato metabdlico grupo III

Via del receptor de glutamato ionotrépico

Via del receptor de GnRH

Via del receptor de glutamato metabdlico grupo I

Mapa de sefializacién del receptor de la colecistoquinina

Enfermedad de Huntington

Via de sefializacién de la inflamacién mediada por citoquinas y quimiocinas

Via de sefializacién de proteina G heterotrimérica mediada por Gq-a

Via de sefializacién de cannabinoides enddgenos

Sefializacién estimulada por angiotensina II mediante proteinas G y beta-arrestina

Via de sefializacién de WNT

Degradacién de 5-hidroxitriptamina

== (DN D[N O[O

Via de sefializacién de TGF-B

Histamine H1 receptor mediated signaling pathway, p38 MAPK pathway, Opioid
proopiomelanocortin pathway, Opioid prodynorphin pathway, Alpha adrenergic receptor
signaling pathway, Enkephalin reléase, Endothelin signaling pathway, 2-arachidonoylglycerol
biosynthesis, Thyrotropin-releasing hormone receptor signaling pathway, Oxidative stress
response, Oxytocin receptor mediated signaling pathway, Muscarinic acetylcholine receptor 2 and
4 signaling pathway, Metabotropic glutamate receptor group Il pathway, Synaptic vesicle
trafficking, 5SHTZ type receptor mediated signaling pathway, 5HTI type receptor mediated
signaling pathway, GABA-B receptor II signaling.

Tabla 12. Rutas metabdlicas asociadas al grupo de genes coincidentes entre la lista de la
EGI y la de genes de expresién diferencial al comparar los transcriptomas del CI (Anexo 5)
y el nimero de proteinas implicadas en cada una de ellas. El analisis de PANTHER dej6 un
total de 31 rutas. Destacadas en rojo, las rutas que aparecieron en el analisis del apartado
5.3.5 y, destacadas en azul, las rutas coincidentes con las destacadas en ese apartado. Las
vias representadas en una celda agrupada, tienen asociado una proteina cada una
individualmente, no colectivamente.
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5.5 Validacion por RT-qPCR de algunos de los genes diferencialmente
expresados en la linea de hdmster sirio GASH-Sal en comparacion con la de

los hamsteres control.

Para validar parte de los datos obtenidos en el transcriptoma del CI
correspondiente a las cepas audiégenas y controles estimulados con sonido,
se realizaron analisis RT-qPCR que incluyeron la expresion de la familia de
genes de respuesta de crecimiento temprano (Early Grown Response) Egr
(Egrl, Egr2y Egrd) en las muestras experimentales, comparadas con las de
control (hamster sirio). Los valores de expresién de los andlisis RT-qPCR y
los analisis del transcriptoma, mostraron un aumento significativo de los
valores de expresion de los Fgrl, Egr2y Egr3 mientras que en el analisis
del microarray, se hall6 un incremento en la expresion tanto del gen Egr2
como de FKgr3, pero no en el caso de FKgrl. Los resultados de estos

experimentos se pueden observar en la Fig. 25.

10 15 20 25 FC

o
(6]

Egrl

Egr2

Egr3

B RT-gPCR Transcriptoma

Figura 25. Confirmaciéon a nivel de expresién génica de los resultados para los genes
seleccionados. Los FC (relativos a los niveles de ARNm) en los tres genes en el CI de las
GASH:Sal estimulados comparados con los controles estimulados fueron obtenidos
mediante RT-qPCR, y andlisis del transcriptoma.
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5.6 Comparacion de la expresion génica del CI tras una crisis epiléptica con

el modelo de epilepsia audiogena WAR.

La comparacién de la expresion génica del CI tras una crisis epiléptica en el
caso de la linea de hamsteres GASH:Sal con otro modelo de epilepsia ya
establecido, en este caso el de la rata WAR, puede permitir determinar las
similitudes y diferencias en ambos modelos. Para ello, se comparé la
expresiéon de los genes Egrl, Egr2 Egr3 y Gabra4 (subunidad a4 del
receptor GABA-A) en ambos modelos, tanto en el caso del control estimulado
y GASH:Sal y WAR estimulados, como el de control no estimulado y
GASH:Sal y WAR estimulados.

Se observd que los tres genes de respuesta de crecimiento temprano Kgrl,
Egr2 y Egr3 estaban significativamente sobre-expresados, tanto en el caso
de GASH:Sal y como en el de WAR, al compararlos estimulados con sus
respectivos controles estimulados (Fig. 26, A y B). El valor del incremento
expresion de Fgr3y EgrZ, en el caso de la comparacion entre ratas Wistar y
WAR estimuladas, fue extraordinariamente elevado (Fig. 26, B), 10 veces
superior a lo observado en la comparacién entre los hamsteres GASH:Sal y

su control estimulados (Fig.26, A).
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Figura 26. Los FC en la expresién de la transcripcion de los genes Egr, en GASH:Sal, WAR
y controles respectivos, fueron medidos mediante RT-qPCR. Se observé incremento
significativo de la expresién en ambos modelos de crisis audiégenas en contraste con los
controles y los niveles basales. La desviacién estandar se indica con barras de error. El gen
constitutivo usado fue B-actina. Los precursores de la RT-qPCR pueden encontrarse en la
Tabla 1.

Las diferencias representativas estan indicadas como p < 0.01 (**) 0 p < 0.001 (*¥*¥),

Ademas, se determiné el efecto de la estimulaciéon sonora en la expresion
génica en el CI, analizando la expresion de los genes Fgr mediante RT-qPCR
en dos cepas con y sin dicha estimulacién, comparando la expresion en el CI
en las cepas control con la de las cepas audiégenas estimuladas (Fig. 26, C y
D).

La comparacién de expresion génica entre GASH:Sal con y sin estimulacion,
indic6 que la expresién de los tres genes de respuesta de crecimiento
temprano fue significativamente mas elevada en el caso de la cepa
GASH:Sal estimulada, 100 veces superior, de hecho, a 1a no estimulada (Fig.
26, C). En el caso de 1la rata WAR, comparando los niveles entre estimuladas

y no estimuladas, se hallaron resultados en el mismo sentido, aunque no tan
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drasticos, siendo de nuevo la sobre-expresion de los genes FEgr significativa
(Fig. 26, D). Concretamente, los resultados de la expresién de los genes Egrl
y FEgr3 fueron similares a los encontrados en la comparacion anterior que
implicaba a GASH:Sal; mientras que la expresion de FKgr2 se encontro
ligeramente superior en la WAR estimulada en comparacion con la no
estimulada, pero no en los niveles observados en el caso de la comparacion

de GASH:Sal.

Control estim. vs. GASH estim. GASH vs. GASH estim.
Simbolo RT-gPCR RT-qPCR RT-qPCR RT qPCR
Descripcién del gen
del gen Control estim. GASH estim. p-valor GASH GASH estim. p-valor
Receptor (GABA) A:
Ac. gamma- 1.10=
GABRa4 . . 1.02+0.27 0.79 £ 0.20 NS 0.94=0.24 NS
aminobutirico, 0.39
subunidad a 4
Wistar estim. vs. WAR estim. WAR vs. WAR estim.
Simbolo RT-qPCR RT-qPCR RT-qPCR RT-qPCR
Descripeitm del gen = = =
del gen Wistar estim. WAR estim. p-valor WAR WAR estim. p-valor
Receptor (GABA) A:
Ac. gamma- = 0.001 113«
GABRa4 i . 1.01+0.19 456 +1.29 1.42 £ 0.89 NS
aminobutirico, (%) 0.70
subunidad a 4

Tabla 13. Nivel de expresion del gen GABRa4 en el CI de GASH:Sal y WAR y sus
respectivos controles, medidos mediante RT-qPCR. En rojo, sobre-expresados; en verde,
infra-expresados. El gen constructivo usado fue B-actina. Los precursores de la RT-qPCR

pueden encontrarse en la Tabla 1. Las diferencias representativas estan indicadas como p <
0.001 (**%),

Finalmente, se realiz6é un analisis RT-qPCR en otros genes relacionados con
las funciones de FKgr3, como el gen que codifica el acido gamma-
aminobutirico (GABA) receptor A, a 4 (GABRa4), pese a no haberse
detectado una desregulacion tan importante en el analisis de microarray. El
resultado mostré que la expresion del gen que codifica la subunidad a 4 del
receptor GABAA no sufria cambios significativos en el CI de GASH:Sal bajo
ninguna de las circunstancias en las que se realizé el estudio (Fig. 26, A y
C). Sin embargo, la expresién de GABRa4 se hall6 significativamente
alterada en el CI de la rata WAR estimulada en comparacién con el control

estimulado correspondiente, como se puede observar en la Tabla 13.
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La epilepsia es una enfermedad neurolégica con un alto impacto
epidemiolégico en el mundo, por lo cual es de sumo interés la investigacion
de los componentes fisiopatoldégicos que puedan generar nuevos
tratamientos farmacolégicos. En esta btusqueda, se ha realizado un estudio
de los genes que se expresan diferencialmente en el nicleo epileptégeno en
la cepa de hamster GASH:Sal tras una crisis convulsiva audidégena, en
comparacion con hamsteres controles sometidos al mismo proceso de
estimulacion acustica.

Tras un proceso de filtrado estadistico, se seleccionaron 58 genes que se
expresan de forma diferencial al menos 2 veces en relacién a los controles.
Estos genes codifican factores de transcripcién (Fos, Fosbh, Fosl2, Egrl, Egr2,
Egr3, Junb, Npas4, Sertadl), proteinas estructurales de membrana (BaceZ,
Cavl, Fat3, Nupl55, Slitrké), de la matriz extracelular (Dcn, Fh12, Lum,
Ogn, ThbsI), proteinas asociadas al citoesqueleto (Are, Cmyas, Dedes, Ignl,
Islr, Krt19, Mybpc3, Myols, Myoml, Tmsh15b, Vel), transportadoras
(Abcc2, Atp2a3, Rab29, Slcl13a4, Slc22a12, Slc28al, Slc6al2, Slc6al3, Ttr),
receptores de glutamato (GrinZ2c), receptores acoplados a proteinas G
(Gngl3, Gpr83, Gpr9S), proteinas de senalizacién para la degradacién
celular (Asb14, Rnf125, Strp2, Trafb), proteinas que median la respuesta
inflamatoria (CIs, C6, Cd163), proteinas que median la respuesta al estrés
(Fabp7,Gadd45g, Smgl), proteinas de sefializacién RAS (Rab29, Rem?2) y
enzimas del metabolismo celular (A4ldhi1a2, Car3, Rnf125, Tph2, Smgl,
Wnk4).

6.1 Discusion metodologica y consideraciones técnicas.
6.1.1 Técnicas de Biologia Molecular.
El TRIzol® es el reactivo ideal para la recogida del material porque es una

solucién monofasica de fenol, tiocianato de guanidinio que, de manera

simultanea, estabiliza material biolégico y desnaturaliza proteinas,
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manteniendo la integridad del ARN inhibiendo efectivamente la actividad
de la ARNasa (ribonucleasa) [Rio y cols., 2010].

Los controles de los métodos cientificos son fundamentales para asegurar la
exactitud de los resultados obtenidos. Asi, en las técnicas de Biologia
Molecular, que proporcionan gran cantidad de datos de forma automatizada,
se exigen controles muy buenos y fiables para las diferentes etapas del
protocolo.

La calidad del ARN extraido y purificado se evalué a través de un
bioanalizador que reconoce la integridad de las bandas 18S y 28S del ARNr
y también el ntimero de integridad del ARN (RIN), correspondiendo el 0 a
un ARN totalmente degradado y el 10 a un ARN completamente intacto.
Para todos los experimentos, s6lo se han usado aquellas muestras que
presentaran un RIN mayor a 7,5, aunque la gran mayoria se encontraban en
torno a 8,0.

En la realizacién del transcriptoma, el estudio de duplicacién en los procesos
de RNA-seq es un indicador de la calidad en el proceso de secuenciacion y es
un claro indicador de degradacién del material biolégico de partida o
desviaciones importantes en la secuenciaciéon. So6lo se utilizd material
cuando fue observado un nuimero bajo o nulo de duplicados, tanto en las
lecturas iniciales como en las mapeables. En el presente trabajo no se
detecté ninguna anomalia o desviaciéon en ninguno de los controles de
calidad por muestra.

Existen numerosos estudios [Hansen e Irizarry, 2011; Risso y cols., 2011]
que indican la necesidad de normalizar los datos de cuantificacion para la
eliminacién de diferentes desviaciones estadisticas que pueden distorsionar
todo el analisis posterior. Debido a la naturaleza de la secuenciacion
mediante RNA-seq, las desviaciones de mayor peso son la longitud del gen y
el tamano de libreria por muestra. Debido a la naturaleza del proceso de
secuenciacion de RNA-seq, existe una gran dependencia entre el tamano del
gen y su expresion. Este hecho es debido a que es estadisticamente mas

probable secuenciar los fragmentos de los genes de mayor tamano,
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generandose una desviacion estadistica que puede alterar los siguientes
procesos del analisis. Es posible eliminar esta dependencia mediante los
correctos pasos de normalizaciéon. En este estudio, mediante los procesos de
normalizacién, no se observé ninguna correlaciéon entre las variables

mencionadas.

6.2 And4lisis de genes diferencialmente expresados en el transcriptoma.

Un analisis “estricto” de los genes diferencialmente expresados entre los
transcriptomas (GASH:Sal vs. controles) muestra una serie de genes que
podrian tener una importancia capital dentro del contexto del estudio. Por
su mayor nivel de expresién diferencial destacan 6 genes: 7tr (21,14), Egr2
(18,67), Slc28a1 (13,90), FosB(12,15), Atp2a3(-5,49) y C6(-10,03).

El gen Ttr, codifica la transtiretina, tiene los niveles de expresion diferencial
mas elevados del estudio, mas de 20 veces superior en GASH:Sal que en el
control. Esta proteina estda estrechamente asociada con diversos tipos de
amiloidosis, asi como con crisis convulsivas o demencia, habiéndose
detectado una sobre-expresiéon del gen que la codifica en la corteza
prefrontal de ratones afectados por estrés crénico suave [Lisowski y cols.,
2013], sobre-expresién que también se identifica en otro de los genes aqui
destacados, Egr2, en el cerebro de ratones Pah(enu2), que presentan crisis
convulsivas y trastornos del movimiento y comportamiento [Park y cols.,
2009]. Mutaciones de 7%r originan crisis convulsivas asociadas a depresién
[Roe y cols., 2007; Blevins y cols., 2003; Brett y cols., 1999].

Slc28al, codifica la proteina 1 de la familia 8 de transportadores de
nucledsidos asociados a sodio [Niitani y cols., 2010]. Esta es la primera vez
que se relaciona con procesos epileptégenos o crisis convulsivas de cualquier
tipo hasta donde se ha podido investigar, pero si hay numerosos trabajos
sobre este gen en relacién a la hepatitis B [Yuan y cols., 2016; Wang y cols.,
2014], cdncer pancreatico [Mohelnikova-Duchonova y cols., 2013; Woo y
cols., 2012; Bhutia y cols., 2011], cdncer de mama [Wong y cols., 2011] o
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diabetes [Rodriguez-Mulero y cols., 2005].

FosB, se trata también un gen sobre-expresado (FC = 12,15) en cuanto a su
expresién diferencial y con un valor de p asociado bajo (1,679E-10). Ha sido
ampliamente relacionado con trastornos similares al del presente estudio y
ha sido fundamental para proporcionar una base genética y molecular a la
comorbilidad de depresién y epilepsia con neurogénesis anormal [Yutsudo y
cols., 2013]. Ademas, se ha observado la sobre-expresién de FosB y otra de
sus isoformas (AFosB) en ratones con supresiéon del gen Fmrl, los cuales
presentan crisis audiégenas [Curia y cols., 2013]. También, se ha asociado
un incremento en la expresion de FosB en ratas y ratones sometidas a estrés
crénico [Schmeltzer y cols., 2015; Kormos y cols., 2016]. Del mismo modo, se
ha demostrado la importancia de FosB en procesos a nivel molecular, celular
y de comportamiento en crisis electroconvulsivas de ratones FosB~- [Hiroi y
cols., 1998]. Este tipo de ratones tiene predisposicién a padecer crisis
convulsivas, y la expresion créonica de AFosB causada por crisis provocadas
por acido kainico puede ser indicativo de un papel compensatorio/protector
en la fisiopatologia de la epilepsia [Mandelzys y cols., 1997]. Sin embargo, en
este mismo tipo de crisis, se ha descrito que después de ser reducidas en
cantidad y duracion por medio del neuropéptido. Y en ratas, no se apreciaba
un descenso de los niveles de expresion de FosB'y JunB en la zona del
hipocampo [Madsen y cols., 1999], lo que puede apuntar, como sefialamos, a
un posible descarte del papel de estos genes en las crisis, pero también a las
particularidades del modelo utilizado o a que la reduccién en expresiéon de
otros genes implicados con el uso de neuropéptido Y afecte a las crisis en si,
pero no a la expresion de FosBo JunbB.

AtpZ2a3 o SERCA3, que codifica una ATPasa del reticulo
sarcoplasmico/reticulo endoplasmico, implicada en el transporte de Ca2?*, y
esta infra-expresada en nuestro estudio. Parece estar relacionado en
procesos cancerigenos [Contreras-Leal y cols., 2015; Feng y cols., 2013;
Korosec y cols., 2009; Xu y cols., 2012;.] y diabéticos [Liang y cols., 2011;

Estrada y cols., 2012], aunque atn no se haya relacionado con procesos
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epileptogenos.

En el caso de (6, se hall6 fuertemente infra-expresado, y se observo durante
el estudio que la presencia del gen aparecia destacada en varios de los
analisis y clasificaciones, siempre por la amplia variedad de su implicacién
en diferentes procesos bioldgicos y moleculares, asi como la diversidad de
funciones de las proteinas codificadas.

Se ha demostrado que la deficiencia de C6 en ratas PVG/c no reducia las
crisis epilépticas inducidas eléctricamente [Holtman y cols., 2011], algo que
se puede conciliar facilmente con los datos obtenidos en el transcriptoma de
este estudio, en el que hay infra-expresion del gen. Explorando esa misma
deficiencia en ratas C6(~/-), se observé que la misma no afecta a la capacidad
de regeneracion de nervios periféricos después de una lesién por
aplastamiento [Sta y cols., 2014]. Por el contrario, se ha demostrado que la
deficiencia genética de C6 en ratas con danos en el nervio ciatico, acelera la
regeneracién y recuperacién axonal [Ramaglia y cols., 2009]. Por otra parte,
también se ha detectado la expresiéon de C6, junto con otros factores de
complemento (Clq, Cls, C2, C3, C4, C5, C7, C8y C9 en los oligodendrocitos
de humanos adultos que habian sido sometidos a reseccion del 16bulo
temporal para tratar epilepsia [Hosokawa y cols., 2003], sugiriendo que
estas células son la fuente de estas proteinas complemento, y, como
consecuencia, tienen un papel clave en diversas enfermedades
neurodegenerativas e inflamatorias del sistema nervioso central, como la
enfermedad de Alzheimer o la esclerosis maultiple. Ademaéas, se ha
demostrado en ratones que la deficiencia de C6 mejoraba la coagulacién
[Carrera-Marin y cols., 2012] y estaba implicada en la artritis inducida por
anticuerpos de coldgeno [Banda y cols., 2012]. En conclusién, parece claro el
interés del estudio de modelos en los que exista una deficiencia de C6, y en
el caso que nos ocupa, el nivel de expresiéon de GASH:Sal fue 10 veces menor
que en los controles trol, lo que sugiere que el descenso de su expresiéon no
parece relacionada con las crisis directamente.

En cuanto al papel de EgrZ, se explorara con mas detalle en un apartado
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posterior, junto con los otros miembros de la familia FKgr que fueron
detectados expresados diferencialmente en el analisis de la expresion
diferencial del transcriptoma del CI de la linea de hamster sirio GASH:Sal
en comparacion con el del hamster control.

Otros genes que aparecen de forma frecuente en este estudio son Cavli, Fos,
VCL, JunB, Myols, GrinZ2e, Lum, Ogn y Cd163. Los cuatro primeros
aparecen implicados, junto con FosB, en la ruta del receptor de GnRH, ruta
que se ha revelado como la mas llamativa en cuanto a lo prominente de su
valor de expresién respecto a lo esperado (con un FC de 9,10 frente al dato
esperado de 0,55), resultando la dnica ruta que en el analisis estadistico
tenia un valor de p < 0,05 (3,50E-02), y siendo la ruta con mds genes
asociados segun el andlisis realizado anteriormente (Tabla 7). En esta ruta
metabdlica, se ha estudiado en muchos casos la relacién entre los niveles de
la hormona liberadora de gonadotrofina y los procesos epileptdgenos, asi
como la forma en que esos procesos afectan a la GnRH. Estas relaciones han
llevado a descubrir estrechos lazos en el humano entre la GnRH y otras
hormonas sexuales con la epilepsia, probablemente por las alteraciones que
la enfermedad pueda producir en el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal
[Fawley y cols., 2006; Morris y Vanderkolk, 2005; Gulati y cols., 2002],
hablandose incluso de una reducciéon de la fertilidad en pacientes con
epilepsia [Nappi y cols., 1994]. No obstante, hay resultados contradictorios,
descartandose el vinculo entre la GnRH y la epilepsia en un estudio de
epilepsia del 16bulo temporal causada por pilocarpina [Fawley y cols., 2012],
aunque esta relacién se describe en un modelo de rata [Amado y cols., 1993].
Lo que parece claro es que en el modelo de GASH:Sal y en el contexto
estricto de nuestro analisis, la aparente importancia de la ruta de la GnRH
parece apuntar hacia algin tipo de posible correlacion entre ambos
conceptos.

Pasando a comentar los genes restantes de esta ruta metabdlica, existe
abundante literatura que asocia Cavl, el gen que codifica la Caveolina-1,

con procesos epileptégenos y crisis convulsivas. Se ha observado el aumento
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de la expresion de Cavl en el hipocampo de ratas después de 10 dias de
tratamientos para crisis electroconvulsivas [Enomoto y cols., 2016], algo que
encajaria con los datos arrojados por las medidas aqui presentadas, ya que
Cavl aparece infra-expresado en el transcriptoma de GASH:Sal. En este
mismo sentido, en los receptores de glucocorticoides de ratones, y tras la
administracién de glucocorticoides, se observé una reduccion de la expresion
de Cavl y otros genes, provocando danos en el sistema nervioso e
inflamacién [Sorrells y cols., 2013]. Se ha descrito que la predisposicién a las
crisis provocadas por el sindrome de abstinencia de etanol esta relacionada
con una sobre-expresién en el CI de la subunidad al de Cav1.3 [N'Gouemo y
cols., 2015] y hay numerosas publicaciones que relacionan la subfamilia de
genes Cavl, Cavl.1l, Cavl.2 y Cavl.3 con procesos epileptégenos y crisis
convulsivas [Kanyshkova y cols., 2014; Subramanian y cols.,, 2015;
Tevoufouet y cols., 2014; Radzicki y cols., 2013; Li y cols., 2011; Kim y cols.,
2008; Lv y cols., 2015].

Fos o c-Fos, es otro gen ampliamente relacionado en la literatura con
procesos epileptogenos, algo que confirma de manera indirecta la validez de
los resultados obtenidos en esta tesis doctoral. Esta relacién ampliamente
documentada, posiblemente tenga que ver con que la proteina nuclear que
codifica, se expresa en condiciones de alta actividad neuronal y se puede
correlacionar con nuestros resultados de expresion de cFos por estudios
inmunohistoquimicos [Mufioz y cols., 2016]. Se ha descrito la activacién de
Fos durante crisis hipocampales espontaneas en un modelo de epilepsia del
l6bulo temporal en el ratén C57BL/6 [Edward, 2006], DBA/2J [Kadiyala y
cols., 2015], en el transgénico Kcnal-null -carentes de canales KvI.I-
[Gautier y Glasscock, 2015] y en la rata NER [Harada y cols., 2013].

Parece probado de forma amplia el papel de Fos en todo tipo de epilepsias y
en una gran variedad de modelos animales, lo que supone que los datos aqui
obtenidos refuerzan este conocimiento ya establecido. Por otro lado, también
se ha estudiado la evoluciéon de los niveles de Fos en el cerebro de ratas,

junto con los de cyun, JunB, fra-1y fra-2 [Beer y cols., 1998]. Precisamente,
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JunB es otro de los genes sobre-expresados dentro de la ruta del receptor de
GnRH. También sobre-expresado, se encuentra citado varias veces mas en la
literatura acompanado de Fos, ya sea en estudios que apuntan a que la
recuperacion de recuerdos después del condicionamiento contextual del
miedo resulta en la expresién de ambos en el hipocampo [Strekalova y cols.,
2003]; en los que apuntan a que el factor neurotréfico derivado del cerebro
restaura la expresion de sus factores de transcripciéon en el cerebro de rata
después de repetidas crisis electroconvulsivas [Hsieh y cols., 1998]; o, en
otro estudio sobre factores de transcripciéon inducibles y constitutivos en el
sistema nervioso de los mamiferos y el control de expresion génica a través
de Jun, Fosy Krox [Herdegen y Leah, 1998]. Parece claro que, como en el
modelo que se presenta en este estudio, Fos y JunB tienen un nivel de
coexpresion elevado. Por lo que hemos visto anteriormente en las redes de
interacciones y la aparicion en las diferentes categorias de las clasificaciones
funcionales, no sélo se podria hablar de esa coexpresion, sino también de la
posible inclusién en el grupo de FosB'y FosiZ2l, por la fuerte relacion entre
los 4 genes.

Se ha descrito que JunB es un represor de la transcripciéon de la
metaloproteinasa de la matriz MMP-9 en neuronas despolarizadas en el
cerebro de ratas [Rylski y cols., 2009] y que el cambio de la composicién de la
proteina activadora 1 en el hipocampo de ratas después de crisis inducidas
por lesiones en el hilio, con la unién de JunB a la proteina activadora 1,
subraya el aumento bifasico de la expresion del factor de crecimiento
nervioso inducido por las crisis [Elliott y Gall, 2000].

El dltimo gen involucrado en la ruta del receptor de GnRH seria Vel, que
codifica la vinculina, proteina implicada en el anclaje de integrina al
citoesqueleto celular. El gen también se observé sobre-expresado y, como era
de esperar, asociado a la via de sefalizacién de la integrina (unto con el ya
discutido Cavl), pero no se conoce en este momento ningin tipo de
literatura relevante que apunte a una conexiéon de Vel con procesos

epileptéogenos o crisis convulsivas, exceptuando un estudio que senala la
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expresion aberrante de proteinas citoesqueléticas, entre las que se
encuentra la vinculina, en el hipocampo de pacientes que sufren epilepsia
del 16bulo temporal mesial [Yang y cols., 2006]. Es destacable el hecho de
que la vinculina fue una de las 18 proteinas que aparece significativamente
elevada tras los procesos epilépticos en pacientes con epilepsia del 16bulo
temporal [Yang y cols., 2006], tal y como ocurre el modelo de GASH:Sal.
Cd163, que codifica una proteina marcadora de la activacion de monocitos y
macrofagos, aparece sobre-expresado en diversas patologias del sistema
nervioso. Se ha descrito o que repetidas crisis electroconvulsivas
incrementan el ntimero de células CD163 y CD4 [Jansson y cols., 2012] o
que los niveles de Cd163 en pacientes con encefalopatia por influenza son
considerablemente mas elevados que en los que no tenian secuelas
neurologicas, siendo los niveles particularmente elevados en casos de
muerte [Hasegawa y cols., 2013].

El dltimo de los genes que han aparecido en el analisis de la expresion
diferencial en el transcriptoma de GASH:Sal ha sido Arc, un gen de
expresion temprana que codifica una proteina asociada al citoesqueleto, que
se encontré sobre-expresado (con un valor de FC de 2,07) sobre el que hay
numerosas publicaciones. De manera muy destacada, se ha observado su
aumento en expresién en el hipocampo por epilepsia insular [Zhang y cols.,
2010]; se ha probado que la reduccién en su expresién en ratones con
sindrome de Angelman atenta las crisis convulsivas [Mandel-Brehm y cols.,
2015]; se ha descrito su aumento de expresién (unto con el de Egrl) en el
hipocampo de ratas con epilepsia provocada por el pentilentetrazol
[Szyndler y cols., 2013]; se ha estudiado la disminucién de su expresién y la
de Fos y Egrl a largo plazo tras crisis electroconvulsivas [Calais y cols.,
2013]; y se cree que Arcpuede estar asociado con la reorganizacién sinéptica
en la sensibilizacién en ratas que sufren crisis convulsivas [Akiyama y cols.,
2008]. Ademas, se ha sefialado la importancia de Arc en la plasticidad
sindptica y memoria [Fujimoto y cols., 2004; Vazdarjanova y cols., 2006;

Plath y cols., 2016]. También se ha demostrado que el receptor GABAB

103



puede afectar a la memoria y aprendizaje espacial en ratas epilépticas por
medio de la regulacién de Are [Lan y cols., 2016].

Finalmente, los genes que han aparecido destacados, Myol15, GrinZe, Lum,
Ogn y Fosl2 (los dos primeros infra-expresados y los tres tltimos sobre-
expresados) no aparecen en la literatura pertinente, lo que no implica que
carezcan de importancia en los procesos epileptégenos que nos ocupan.
Definitivamente, estos genes se tendran en cuenta en futuros estudios para

profundizar en sus posibles papeles.

6.3 Expresion de genes relacionados con procesos epileptogenos.

En el analisis de los genes diferencialmente expresados entre los
transcriptomas, también se realiz6é una busqueda por los fenotipos asociados
de los diferentes genes detectados para poder senalar los que ya se conoce
que estan relacionados con procesos epileptogenos, pero podian haber
quedado fuera del estudio estricto. En la busqueda usando los términos
“epilepsy’, “epilepsies’ y “seizure’, se encontraron 167 genes, de los cuales
solamente uno coincidia con los obtenidos en el andlisis estricto, Gpr9S.
Pareci6 recomendable, en todo caso, prestar atencién a los genes que
cumplian alguno de los dos criterios del estudio estricto: el FC > 2, por su
importante sobre-expresién o infra-expresion; y el p < 0.05, por la validez
que expresa el valor sobre la medida de la expresiéon. Con estos criterios, los
genes de interés son Depdcd, Mbp, Glul, Actb, Il6r, C7, Plpl y el ya
mencionado Gpr98.

Mutaciones en el gen Depdc), sobre-expresado en el transcriptoma, han sido
asociadas en numerosos estudios con epilepsia focal [van Kranenburg y cols.,
2015; Baulac, 2014; Lal y cols., 2014; Scheffer y cols., 2014; Martin y cols.,
2014; Ishida y cols., 2013], epilepsia focal hereditaria [Baulac y cols., 2015;
Kaur, 2013; Malpass, 2013; Dibbens y cols., 2013], epilepsia del 16bulo
frontal hereditaria nocturna [Picard y cols., 2014], displasia cortical [Scerri

y cols., 2015] o, incluso, se centran en este amplio abanico de patologias
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asociadas [Poduri, 2014]. También existen estudios que sefalan que las
mutaciones en este gen no son causa frecuente de epilepsia del 16bulo frontal
hereditaria [Striano y cols., 2015]. Ademas, se ha estudiado la implicacién
de Depdc5 en relacion al modelo del presente estudio, en epilepsias
audiégenas [Bisulli y cols., 2016; Pippucci y cols., 2015]. En uno de ellos, se
destaca otro gen que fue detectado en la busqueda de fenotipos asociados,
CntnapZ2, que codifica la proteina simil 2 asociada a contactina, y cuya
ausencia deriva en epilepsia, anormalidades en la migraciéon neuronal y
déficits asociados al autismo [Pefiagarikano y cols., 2014].

Mbp, gen codificante de la proteina basica de mielina, un gen fuertemente
infra-expresado en los datos obtenidos del transcriptoma, ha sido descrito en
modelos de epilepsia tanto infra-expresado, como en el modelo de GASH:Sal
[Ye y cols., 2013; Staats y cols., 2015; Jensen y cols., 1998], como sobre-
expresado [Huang y cols., 2008; Chen y cols., 1996]. Debido a que varios
estudios apuntan a que la vaina de mielina es un factor determinante en la
epilepsia en el modelo de ratas con epilepsia provocada por el
pentilentetrazol [You y cols., 2013; You y cols., 2011], se muestra més
probable que la infra-expresion de Mbp pueda estar relacionada con las
crisis epilépticas.

Glul, que codifica la glutamina sintetasa, sobre-expresado en nuestro
estudio, ha sido relacionado en numerosos estudios con la epilepsia. En
ratones DBA/2J, que sufren epilepsia audidgena, se ha encontrado que los
inhibidores de la glutamina sintetasa exacerbaban la condicién epiléptica
[Chung y Johnson, 1984]. Estos hallazgos resultan contrarios al hecho de
que se haya encontrado en este estudio la sobre-regulacién de Glul, puesto
que, si la presencia de inhibidores de glutamina sintetasa empeora la
condicion, eso quiere decir que una mayor expresion de Glul y codificacion
de la proteina la mejoraria. No obstante, podemos estar ante variaciones
debidas al modelo o, incluso, a una dependencia de los niveles de expresion.
En la misma linea, también se ha descrito que la inhibicién de glutamina

sintetasa en el ntucleo central de la amigdala induce crisis recurrentes en un
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modelo de rata con epilepsia del 16bulo temporal mesial [Gruenbaum y cols.,
2015], asi como la reduccién de la proteina tras status epilepticus en el
hipocampo de ratas inmaduras [van der Hel y cols., 2014], e indica que su
ausencia o bajo nivel de expresion, es un valioso marcador de epilepsia y
mayores posibilidades de supervivencia al glioblastoma multiforme [Rosati y
cols., 2013]. Sin embargo, también se ha identificado que el aumento de
glutamina sintetasa en astrocitos reactivos mediante inyecciones de
pilocarpina empeoraba la evolucién de epilepsia en ratas [Sun y cols., 2016]
y que su sobre-expresion en el giro dentado esta relacionada con procesos
epileptégenos en ratas [Sun y cols., 2013]. Existen muchos estudios que
relacionan las deficiencias y niveles bajos de glutamina sintetasa con
procesos epilépticos [Swamy y cols., 2011; Rosati y cols., 2009; Eid y cols.,
2008; van der Hel y cols., 2005; Eid y cols., 2004], sin embargo, puede que la
clave de estas discrepancias esté en las medidas de la expresiéon en las
diferentes fases de la epilepsia: se encontré elevado en la fase latente,
mientras que disminuia en la crbénica en un modelo de kainato de la
epilepsia del 16bulo temporal [Hammer y cols., 2008].

En el caso de Acth, gen sobre-expresado en nuestro estudio, se han
reportado niveles de expresion excesivamente variables como para servir
como referencia en un modelo de hipotalamo de rata que sufre crisis febriles
[Swijsen y cols., 2012], aunque se consider6 estable en un modelo diferente
de epilepsia de lébulo temporal con crisis focales [Pernot y cols., 2010].
Especialmente llamativa es su importancia como causante (por mutacién)
del sindrome de Baraitser-Winter que puede manifestar pérdida de
audicién, crisis y disfuncién muscular, entre otras patologias [Kemerley y
cols., 2016].

Se ha observado la relacion de la variacion de I[/6r, y otros genes
relacionados con la inflamacién, con la susceptibilidad a convulsiones
febriles infantiles [Emsley y cols., 2014] y con el desarrollo de crisis tras
infecciones virales [Libbey y cols., 2011]. Se ha sugerido que minimiza las

consecuencias de episodios excitotoxicos en la funcién cerebral amplificando
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la sefializacién adenosinérgica endégena [Biber y cols., 2008] y se ha medido
un incremento de la concentracion de interleucina 6 después de crisis tonico-
clénicas que provoca procesos infamatorios [Peltola y cols., 2000]. Los
receptores para estas citocinas se sobrerregulan rapidamente en grupos de
neuronas durante el proceso convulsivo, lo que sugiere que el efecto de las
citocinas esta mediando sobre la excitabilidad neuronal al exacerbar la
expresion de receptores AMPA y de esta manera mediar el proceso de
excitotoxicidad, dependiendo de sus concentraciones extracelulares y del
tiempo que ha sido expuesto el tejido a estas citocinas a lo largo de todo el
proceso de dafio [Vezzani y Granata, 2005].

A parte de lo ya mencionado sobre C7cuando se habl6 de C6, este gen infra-
expresado en el modelo GASH:Sal, se ha relacionado con crisis
electroencefalograficas, neurodegeneracién y citotoxicidad [Xiong y cols.,
2003].

PlIpl1 ha sido relacionado con una variedad de desordenes, incluidas crisis
convulsivas [Hobson y Kamholz, 2013] y se ha estudiado en sujetos que
habian sufrido epilepsia del 16bulo temporal durante al menos 10 afos,
sobre-expresandose entre los grupos de muestra [Arion y cols., 2006], antes
y después de realizar una lobectomia parcial.

Para terminar, un gen en el que parece interesante detenerse seria Gpr98,
codificante del receptor acoplado a proteinas G98, también conocido como
Adgrvi, Massl, o VLGRI, debido a que es el Unico gen que aparece tanto en
el estudio estricto de expresion diferencial de los transcriptomas, como en el
de busquedas en los fenotipos asociados, apareciendo infraexpresado en el
CI del GASH:Sal en relacién al control (FC = -2,27; p = 0,011). Codifica una
proteina G acoplada al receptor 98 llamada vlgrl. Se localiza en la unién
extracelular entre diferentes estereocilios y también entre membranas
ciliares [Maerker y cols., 2008]. El gen estd asociado a procesos biolégicos
como la percepcion sensorial del sonido, organizacion de estereocilios del
oido interno o desarrollo del sistema nervioso central [Klein y cols., 2005]. El

hecho de que se presente infra-expresado tras estimulacién auditiva puede
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indicar algun tipo de cortocircuito sensorial debido a las crisis audiégenas.
Gpr98 ha sido vinculado a epilepsia en modelos audidégenos de ratéon
[Skradski y cols., 2001; McMillan y White, 2004], susceptibilidad a epilepsia
audiégena y sordera [Yagi y cols., 2009; Yagi y cols., 2005], déficits
auditorios [Klein y cols., 2005] y ha sido relacionado con LGI1 en contextos
epilépticos [Scheel y cols., 2002]. Los estudios disponibles en estos
momentos parecen establecer una relacion directa entre la proteina
codificada por este gen y la epilepsia y crisis audiégenas, ademas de con el
sindrome de Usher [Moteki y cols., 2015; Yang y cols., 2016], que causa
pérdida de audicién y vista y crisis febriles. También existen investigaciones
que descartan que la mutacién del gen esté relacionada con epilepsia y crisis
febriles [Deprez y cols., 2006], pero se trata de un caso muy concreto y,
realmente, la excepcion a la hora de situar Gpr98en el centro de atencion en
lo que se refiere a procesos epileptégenos y, mas relevante para este estudio,

epilepsias audiégenas.

6.4 Sobreexpresion de los genes de expresion temprana Fgri, Egr2 y Egr3

en dos lineas de roedores con epilepsia audiogena.

Para confirmar mediante RT-qPCR los genes desregulados en el CI tras la
crisis epiléptica, hemos elegido inicialmente aquéllos descritos en la
bibliografia que estan sobre-expresados en el foco epiléptico durante las
crisis y en los periodos interictales. La expresiéon de estos genes, entre los
que se encuentran los factores de transcripciéon Egrly Egr2, no depende de
la frecuencia de las crisis, y contribuyen a desarrollar y mantener la
hiperactividad anormal existente en los focos epilépticos [Rakhade y cols.,
2005].

Parte de estos resultados presentados en el presente apartado, asi como los
desarrollados en los apartados 5.5 y 5.6, son derivados de la publicacion

previa [Lépez-Lépez y cols., 2016] en la revista especializada de epilepsia,
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Epilepsy & Behavior, que se puede encontrar en el Anexo 6 del presente
trabajo.

La comparacion de los perfiles de expresion génica entre dos modelos
animales (GASH:Sal y WAR) usando datos obtenidos de microarrays [Lépez-
Lépez y cols., 2016], mostré un gen en comun, Fgr3, que se observ) sobre-
expresado en ambos casos. Por otro lado, usando estudios de RT-qPCR, se
confirmé6 que la expresion diferencial en relacién a los respectivos controles
de este gen y otros dos genes de la misma familia, Fgrly Egr2, se presentan
sobre-expresados en ambas especies. Las discrepancias entre ambos
experimentos pudieron ocurrir por diversas razones, incluido el hecho de
que se usan diferentes sondas en los dos experimentos, diferencias en los
métodos de normalizacion de los datos de expresion obtenidos, o la aparicion
de un falso positivo en los cambios de expresion. Ademas, la baja correlacion
entre los resultados del analisis de RT-qPCR y los resultados obtenidos en
los microarrays [Lépez-Lépez y cols., 2016] han sido sefialados
consistentemente para genes que presentan variaciones de bajo grado
[Morey y cols., 2006].

Los genes Egri, Egr2 y Egr3, son genes de respuesta temprana-inmediata,
lo que se refiere a aquellos cuya transcripciéon puede ser inducida de forma
rapida y temporal por una amplia variedad de estimulos celulares, desde
ambientales a fisiolégicos pasando por patolégicos [Beckmann y Wilce, 1997;
Patwardhan y cols., 1991]. Estos genes codifican la familia EGR de
proteinas que contienen dedos de zinc, que se unen a ADN, ARN o proteinas
[Crosby y cols., 1991; O'Donovan y cols., 1992].

Los factores que inducen la expresion de estos genes en células de animales
mamiferos, incluyen el estrés [Senba y Ueyama, 1997], que pueden ser
inducidos por estresores externos, quimicos y fisicos [Ronkina y cols., 2011]
o internos, como estrés cardiaco [Shieh y cols., 2011], que eleva el nivel de
Egr en el ARNm. El aumento de la transcripcién de Egr debido a estrés,
ocurre en tejidos tan variados como las glandulas adrenales [Honkaniemi y

cols., 2011] y el hipocampo. Es interesante sefialar que se ha descrito que
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FErgl tiene un rol claro como intermediario en la expresion génica requerida
para algunos procesos de aprendizaje y memoria [Abraham y cols., 1991,
Worley y cols., 1993], mientras que Egr3 estd asociado con la plasticidad
neuronal que aparece en respuesta a estrés y novedad [Gallitano-Mendel y
cols., 2007]. Igualmente, se ha sefialado un vinculo entre Egrl, Erg3y Arc
(un gen que también aparece en el estudio estricto de los genes
diferencialmente expresados en el transcriptoma, como ya se ha comentado
anteriormente), ya que las proteinas expresadas por el ultimo, estdn
directamente reguladas por FEgrl y FKgr3, lo que puede modular la
plasticidad sindptica regulando directamente Arc[Liy cols., 2005].

Los genes de expresiéon temprana FEgril, FEgr2, y FEgr3 también estan
involucrados en la adaptacién a estimulos nuevos [Poirier y cols., 2008], lo
que, aplicado a nuestro estudio, explicaria su presencia en los nucleos
cocleares, donde las células responde al sonido. La exposicion a novedad
puede provocar depresion cronica y FEgr3 ha sido asociado con procesos
relacionados con este tipo de enfermedad [Gallitano-Mendel y cols., 20071,
en los que también interviene Srf [Lindecke y cols., 2006], un gen que se
encontrd sobre-expresado en el transcriptoma de GASH:Sal (con un FC de
1,96).

También se ha observado que ratones en los que se ha producido el bloqueo
de Egr3 muestran una adaptaciéon anormal al estrés y novedad, déficits en
la adaptacién al sobresalto y en la plasticidad sinéptica [Gallitano-Mendel y
cols., 2007]. Mediante inmunoquimica, se detecté esta proteina en el
hipocampo de WAR y GASH:Sal, tanto en los animales que estaban sujetos
a la estimulacién auditiva como en los que no [Lépez-Lépez y cols., 2016].
Varios procesos que contribuyen a la hiperexcitabilidad neuronal, como la
producida por el sindrome de abstinencia de etanol [Beckmann y cols., 1997]
o crisis convulsivas provocadas [Honkaniemi y Sharp, 1999], tuvieron como
resultado la sobre-expresion de los genes Egr. También esta observado que,
tras ataques inducidos por el acido kainico, se observa el patréon de

expresion de este tipo de genes, especialmente en el hipocampo, la corteza y
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la amigdala [Honkaniemi y Sharp, 1999] y que la expresién de Egr3 se
incrementa en el hipocampo de humanos con epilepsia del 16bulo temporal,
asi como en modelos animales del mismo tipo de epilepsia [Roberts y cols.,
2006]. Sin embargo, en las ratas LgilL385R/+, que desarrollan convulsiones
tonico-clonicas generalizadas en respuesta a estimulos auditivos, se ha
observado la infra-expresién de Egr2 después de la estimulacién [Fumoto y
cols., 2014]. En el caso de humanos, se ha podido observar un patrén comin
de activaciéon génica persistente en centros de epilepsia neocortical en el
caso de Egrly Egr2 [Rakhade y cols., 2005], pero no en el de Egr3. Por lo
que se ha podido investigar, ahora mismo no existe informacién acerca de la
sobre-expresion de estos genes o el incremento de las proteinas
correspondientes en el CI después de crisis audiégenas en modelos animales.
Una expresion sostenida de estos genes puede representar una respuesta al
estrés por la que las neuronas tratan de protegerse, o bien un indicio de que
las células estan iniciando una ruta hacia una muerte celular programada o
apoptosis. En el caso que nos ocupa, la sobre-expresiéon de FKgr3 tras la
estimulacion, tanto en el caso del modelo WAR como en el de GASH:Sal,
podria explicarse por el rol fundamental de FEgr3 en la regulacién de la
expresion génica que promueve la homeostasis en la inervaciéon motora
del huso neuromuscular [Fenandes y Tourtellotte, 2015], que cambia con el
incremento de la actividad motora, tal y como se ha observado en
acontecimientos ictales. También ha sido dado a conocer recientemente, sin
alejarse demasiado de lo anterior, que FEgr3 es el objetivo de fundamentales
vias de sefnalizacién mediadas por la cocaina, responsables por la induccién
de actividad locomotora [Chandra y cols., 2015].

El gen de respuesta a crecimiento temprano-3 ha sido asociado con cambios
en la expresiéon de GABRa4 después de status epilepticus [Grabenstatter y
cols., 2012]. Este gen codifica una subunidad del receptor de GABA, un
canal i6nico intermediario en la mayoria de la inhibicién en el sistema
nervioso central. La sobre-expresion transcripcional de la subunidad a4

(GABRa4) de este receptor provocada por crisis convulsivas [Roberts y cols.,
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2005] puede jugar un papel importante en la etiologia de la epilepsia del
l6bulo temporal [Roberts y cols., 2005]. En el presente estudio hemos
encontrado esta correlacién unicamente en el CI de WAR, que mostré una
sobre-expresion de GABRa4 después del acontecimiento ictal, pero no en el
caso de GASH:Sal. Esto tultimo también se pudo observar en los datos
obtenidos del transcriptoma, donde el gen se mostré infra-expresado (con un
FC de -1,187). Es posible que en el caso de GASH:Sal, los mecanismos
excitotoxicos no tuvieran relacion con la modificacion en la expresion de la
subunidad a4 del receptor de GABA, sino con las modificaciones en la
expresién de otras subunidades de este receptor (82), lo que resultaria en su
disfuncién [Prieto-Martin y cols., 2015].

Algo que también se puede atribuir al grupo de genes Fgr, concretamente al
FEgr3, es el hecho de que tiene un papel esencial en la conversién de senales
mitogénicas, a través del factor de crecimiento epidérmico, en una respuesta
proliferativa para regular la morfologia de las dendritas de neuronas del
sistema nervioso simpatico y las ramificaciones terminales de los axones;
procesos fundamentales para el desarrollo normal del sistema nervioso
simpético [Quach y cols., 2013]. Ademds, junto con Egr2 Egr3 realiza
funciones esenciales en la mielinizaciéon del sistema nervioso periférico
[Tourtellotte y Milbrandt, 1998].

Estos genes (Fgr2y Egrd estan involucrados también en el control de la
inflamacién [Grabenstatter y cols., 2012] y en la proliferacién de linfocitos B
y T [Sumitomo y cols., 2013; Lazarevic y cols., 2009]. Adema4s, se detect
inmunorreactividad para la proteina Egr3 en células de linfomas de Burkitt
neoplasicos de tipo no Hodgkin, que se habian observado anteriormente en
GASH:Sal y en linfomas de Burkitt de tipo B en humanos. Egr3 también se
encuentra altamente sobre-expresado en otros tipos de cancer, como el de
préstata [Pio y cols., 2013] o el de mama [Inoue y cols., 2004]. Esta relacién
entre Fgr3y el cancer no se ha observado en otros miembros de la familia
FEgr, para los que, incluso, se describi6 exactamente lo contrario. Un ejemplo

seria el senalado por numerosos estudios que detallan las funciones
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supresoras de Fgrl en este aspecto y su infra-regulaciéon en cancer de
mama, pulmén y gliomas [Levin y cols., 1994; Huang y cols., 1995; Calogero
y cols., 2001]. Dada la estrecha relacién de Egr3 con estas enfermedades, se
prevé realizar nuevas investigaciones para intentar determinar si FKgr3
puede ser util como marcador predictivo de linfomas y otros tipos de cancer.
Se concluye, por lo tanto, que la actividad inter-ictal en epilepsia neocortical
humana esta asociada de manera intrinseca con la expresion de un grupo de
factores de transcripcion dependientes de actividad. Como no se ha
encontrado suficiente relacion entre expresiéon génica y la frecuencia de las
crisis convulsivas, los resultados que aqui se presentan parecen apuntar a
que la actividad inter-ictal posee una gran influencia en los cambios
dependientes de actividad en genes y puede participar en el desarrollo y
mantenimiento de la hiperactividad neuronal anormal que se encuentra en

la epilepsia neocortical humana [Rakhade y cols., 2007].
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En el analisis escrito de los genes diferencialmente expresados en el
transcriptoma realizado anteriormente (en el cual estaban incluidos los tres
genes de la familia Egr que nos ocupan), se observé no sélo su importante
sobre-expresién (Fgrl con un FC de 3,53, Egr2 con 18,67 y Egr3 con 5,41),
especialmente la de EgrZ, pero también se pudo observar estos genes dentro
de un fuerte nicleo de interacciones con varios de los genes analizados (Fig.
28), algunos de ellos, como se ha discutido ya, con interés dentro del estudio.
En resumen, el estudio de la expresion de genes en los ntcleos que generan
las crisis epilépticas en diferentes modelos animales y en diferentes focos
epileptégenos, nos permiten buscar un nexo comuin en esta enfermedad, de
otro modo, “heterogénea”, con importancia potencial para futuras

aproximaciones diagnodsticas y terapéuticas en la epilepsia humana.
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Figura 28. Detalle de la red de interacciones entre las proteinas de los genes del estudio
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(rojo), busquedas bibliograficas (amarillo), co-expresién (negro) y homologia de proteinas
(gris).
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PRIMERA

Se ha descrito el transcriptoma del nicleo desencadenante de las crisis
epilépticas en el hamster GASH:Sal y anotados los genes. Tras la
estimulacion sonora, el analisis del transcriptoma en el coliculo inferior del
GASH:Sal por comparacién con sondas de Cricetulus griseus, se pudieron
detectar 102.277 genes expresados diferencialmente, de los que se pudieron

1identificar 86.695 en la anotacidn.

SEGUNDA

Las crisis convulsivas audiogénicas en animales susceptibles causan
desregulaciéon génica en el nucleo origen de las crisis. El analisis
comparativo entre los genes expresados en el coliculo inferior del hamster
control y el GASH:Sal muestra 58 genes diferencialmente expresados. Estos
genes presentan un elevado numero de interacciones entre ellos, lo que
indica que deben estar, al menos de forma parcial, conectados

biolégicamente.

TERCERA

Las categorias funcionales con mas genes representados son las de genes
que codifican proteinas transportadoras (cationes y de canales iénicos),
receptores (fundamentalmente acoplados a proteinas G), factores de
transcripcion y proteinas del citoesqueleto. También se detectan genes de

respuesta a estimulos o implicados en procesos apoptéticos.

CUARTA

Tras las crisis convulsivas audidégenas, los genes FosB, JunB, Fos, Vcl estan
sobre-expresados en el coliculo inferior de la linea de hamsteres GASH:Sal
en comparacion a los controles, a diferencia del Cavli, que presenta una
menor expresion. Estos genes estan implicados en la via del receptor de

GnRH, que ya ha sido relacionado con procesos epilépticos.
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QUINTA

El gen Gpr98, Massl o Vigrl, tiene una baja tasa de expresion en el
transcriptoma del coliculo inferior tras las crisis epilépticas. Este gen
codifica una proteina crucial en los fendémenos de transduccion sensorial,

auditiva y visual, lo que pudiera explicar las deficiencias auditivas descritas

en el modelo GASH:Sal.

SEXTA

Los animales con susceptibilidad audiégena WAR y GASH:Sal mostraron
sobreexpresion de los genes de respuesta temprana de crecimiento Kgri,
FEgr2, v Egr3, presumiblemente como un efecto del estrés asociado a las
convulsiones. La sobreexpresion de estos genes fue mayor en el modelo WAR
que en el GASH:Sal. Estos genes son factores de transcripcién, y su
activacion precede a mas respuestas transcripcionales relacionadas con
procesos de mielinizacion, crecimiento celular, apoptosis, LTD y activacion

de genes reguladores de la transcripcion.

SEPTIMA

El estudio del transcriptoma en el nucleo origen de las crisis describe
multiples interrelaciones génicas y posiblemente proteicas, que pueden
influir en el desencadenamiento de las crisis convulsivas audidégenas en el
modelo GASH:Sal y permite buscar un nexo comun en esta enfermedad, de
otro modo, “heterogénea”, con importancia potencial para futuras

aproximaciones diagndsticas y terapéuticas en la epilepsia humana.
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Gen FC D Control GASH:Sal
Abce2 -2,09028 0,04868 79,18859 37,88424
Aldhla2 2,00508 0,02894 53,84824 107,9701
Arc 2,07594 0,05571 36,95468 76,71559
Asbi4 2,43987 0,00326 52,7924 128,80643
Atp2a3 -5,4915 0 702,13886 127,85932
Bace2 -2,30651 0,05076 63,35087 27,46608
Cls -2,32351 0,00036 209,05789 89,97508
c6 -10,03333 0,00001 76,02105 7,57685
Car3 2,34603 0,04643 27,45205 64,40321
Cavl -2,02197 0,00305 195,33186 96,60482
Cdi63 6,45847 0,00022 10,55848 68,19164
Cmyab 2,23131 0,00119 84,46783 188,47411
Dedesd -3,0443 0,00702 74,9652 24,62476
Dcn 2,44308 0,00001 129,86929 317,28054
FEgrl 3,53465 0 88,69122 313,49212
Egr2 18,67412 0 11,61433 216,8873
Egr3 5,41528 0 171,04736 926,26977
Fabp7 -2,50833 0,01999 76,02105 30,3074
Fat3 -2,50067 0 1120,25464 447,98119
Fhi2 2,85412 0,0032 34,84298 99,44614
Fos 3,2445 0 446,62367 1449,07234
Fosb 12,15041 0 11,61433 141,11881
Fosl2 2,23209 0,0168 45,40146 101,34035
Gadd45g 2,80119 0,00016 60,18333 168,58489
Gngl3 -3,34444 0,01566 53,84824 16,1008
Gpr83 -3,14771 0,02459 50,6807 16,1008
Gpr98 -2,27335 0,01073 109,80818 48,30241
GrinZc -2,85671 0,00561 86,57953 30,3074
Igfnl -2,66586 0,03309 58,07164 21,78344
Isir 2,32558 0,04501 28,50789 66,29743
Junb 4,10062 0 66,51842 272,76656
Krt19 2,22806 0,00424 65,46257 145,85434
Lum 2,17457 0,04508 34,84298 75,76849
Mybpc3 -3,90185 0,01699 44,34561 11,36527
Myols -3,06574 0,01769 58,07164 18,94212
Myom1 -2,94381 0,00005 178,4383 60,61479
Npas4 3,33019 0 260,79443 868,49629
Nupi155 -2,11685 0 1208,94586 571,10498
Ogn 2,90305 0,00011 58,07164 168,58489
Rab29 -3,34444 0,01039 60,18333 17,99502
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Gen FC D Control GASH:Sal
Rem2 2,35078 0,03445 30,61959 71,98006
Rnf125 3,36379 0,03402 12,67017 42,61977
Sertadl 2,38053 0,04181 27,45205 65,35032
Strp2 2,27115 0,01023 49,62485 112,70563
Slc13a4 3,18439 0,00911 21,11696 67,24453
Slc22a12 R A2 0,00632 164,71227 81,45112
Slc28a1 13,90365 0,00003 4,22339 58,72058
Slc6a12 2,19912 0,04826 32,73129 71,98006
Slc6al3 2,19837 0 203,77865 447,98119
Slitrké6 -2,14095 0,00241 178,4383 83,34534
Smgl -2,74722 0,01395 72,85351 26,51897
Thbs1 2,34504 0,00105 73,90935 173,32042
Tmsb15b -2,52977 0,03454 62,29503 24,62476
Tph2 -2,81983 0,05057 45,40146 16,1008
Trafs 3,76744 0,02895 10,55848 39,77846
Ttr 21,14381 0 7,39094 156,27251
Vel 5,08306 0,02456 6,33509 32,20161
Wnk4 -2,80768 0,00043 143,59532 51,14373

Anexo 1. Lista de genes diferencialmente expresados filtrados usando dos parametros: p <
0,05 y FC > 2, por orden alfabético. La tabla indica el gen, el valor de la expresion
diferencial (FC), la validez de la medida (p) y la sefial recogida en el control y GASH:Sal. En
verde los valores sobre-expresados y en rojo los infra-expresados.
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Gen FC p Control GASH:Sal
Depdcd 4,485049834 0,59325229 1,05584791 4,73553051
CharnZ2 1,750616225 0,06293346 65,4625706 114,599838

Ntrk2 1,443370583 0,12754717 116,14327 167,63778
Entpdl 1,33192389 0,54423523 34,8429811 46,408199
Sled4a10 1,22851365 0,61652754 48,569004 59,6676844
Cacnalh 1,212213159 0,1021734 682,077752 826,823626

Lgi4 1,205816677 0,59690664 64,4067227 77,6627003

Grm8 1,196013289 0,68755405 44,3456123 53,0379417

Glul 1,173041382 0,02327122 7709,80146 9043,91616

Grikbs 1,172534968 0,24977678 457,182146 536,062053

N2 1,162375415 0,25809805 506,806998 589,099995

Aldh7al 1,151566849 0,30520347 468,796473 539,850478

Actb 1,149626979 0,03962516 13155,865 15124,3373

Map2 1,146179402 0,88658944 19,0052624 21,7834403

Prrt2 1,141453259 0,22594719 879,5621311 1003,93247
Abcbla 1,130378413 0,62777932 129,869293 146,801446

Loc100909544 1,109536838 0,28632407 1292,35785 1433,91864

Reln 1,102685329 0,41003512 713,753189 787,04517

Cdc42 1,102349598 0,37728853 876,353768 966,048223
CntnapZ2 1,099731569 0,42316046 714,809037 786,098064

Clen2 1,073748773 0,5639232 782,383303 840,083112
Gabrg2 1,068574473 0,44989651 1981,82653 2117,72924

Nsf 1,067007823 0,72748005 261,850282 279,3963

Cp 1,066947107 0,65758212 440,28858 469,764626
Slc6al 1,062575931 0,43478844 3655,34547 3884,08212
Rilp 1,060102688 0,86567789 92,9146163 98,4990345
Grikl1 1,052740864 0,84145444 152,042099 160,060931
Itpri 1,048248184 0,565922148 2999,66392 3144,39226
Ketd7 1,04790884 0,88282908 112,975727 118,388263
Add1 1,042713664 0,568465295 4114,63932 4290,39064
Cacnalg 1,042370308 0,66147269 1524,64439 1589,24404
Becn1 1,039978136 0,73577886 821,449676 854,289703
Cacnala 1,039642424 0,65814346 2045,17741 2126,2532

Adk 1,035932739 0,76547331 790,830087 819,246777

Synl 1,028875316 0,83395549 581,7722 598,571056

Ache 1,028063743 0,7961358 1069,57394 1099,59018
Strada 1,023859861 0,92335655 209,057887 214,045979

FEfhel 1,013169531 0,97833725 146,76286 148,695658
Gabral 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254

Dig4 1,00755697 0,92585101 3598,32969 3625,52216
Grin2b 1,005738448 1 69,6859622 70,0858515

Bche -1,005160899 1 174,214906 173,320417
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Gen FC p Control GASH:Sal
Scarb2 -1,005625267 0,94538111 5308,80331 5281,06362
Npylr -1,005519245 1 97,138008 96,6048223

Abat -1,008375209 0,97009458 380,105249 376,948228
Charn4 -1,013703704 0,9394769 412,836534 407,255623

Loc100763478 -1,023991413 0,71844353 30569,9646 29853,7314

Grial -1,027004059 0,80154676 1136,09235 1106,21993

Leil -1,029736842 0,74809975 1853,01309 1799,50159
Cacng3 -1,033526235 0,84369239 375,881857 363,688743
Casp2 -1,037931034 0,95777269 57,0157873 54,9321539
Keng2 -1,050187869 0,63104871 1235,34206 1176,30578

Atpbap2 -1,05039455 0,56980177 2255,29114 2147,08953

Fyn -1,055658501 0,56720809 1582,71602 1499,26896
S100b -1,071883184 0,46115632 1608,05637 1500,21606
Chrnb2 -1,075796296 0,63762596 407,557294 378,84244
Scnlb -1,080583986 0,44654367 1233,23036 1141,26285
Cacnb4 -1,087563786 0,45289375 927,034467 852,395491

Loc100737706 -1,088888889 0,88309721 44,3456123 40,7255623
Gabrb3 -1,093569598 0,40678372 1032,61926 944,264783
Pricklel -1,104237824 0,46610289 551,15261 499,124915
Gabrd -1,106432749 0,69902842 139,371924 125,965111

Pdyn -1,114814815 0,91846007 22,1728062 19,8892281

Pef -1,114814815 1 1,05584791 0,9471061
Gludi -1,119153127 0,10896318 8988,43328 8031,45974

Htr7 -1,124768519 0,67756374 119,310814 106,075883

Theld24 -1,131489395 0,38267866 501,527759 443,245655

Grml1 -1,14339981 0,62248967 126,70175 110,811414
Abcb1b -1,146666667 0,81253231 38,0105249 33,1487135

Me2 -1,171008732 0,20918461 682,077752 582,470252

Th -1,210475492 0,25172152 347,373963 286,973149
Keng3 -1,305321144 0,22501315 195,331864 149,642764
Npy2r -1,393518519 0,81248235 10,5584791 7,57684881

Kenmal -1,397234568 0,06685029 297,749111 213,098873
Crhbp -1,457834758 0,66293291 17,9494145 12,3123793
Mbp -6,317283951 0,07838077 17,9494145 2,8413183

Anexo 2. Lista de genes encontrados en la busqueda “epilepsy”’, entre los fenotipos asociados
de la lista completa de expresién diferencial. Se encuentran ordenados segtiin su valor de

FC.
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Gen FC D Control GASH:Sal
EpmZa 1,146179402 0,50874155 190,052624 217,834403
Gabrg2 1,068574473 0,44989651 1981,82653 2117,72924
Gabral 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254

Optn -1,020433082 0,85845269 970,324232 950,894526

Atnl -1,026199301 0,79556291 1369,43474 1334,4725

Loc100737706 -1,088888889 0,88309721 44,3456123 40,7255623
Scn9a -1,103554059 0,57276483 310,419286 281,290512
Cystatin-b -1,217091403 0,4698707 125,645902 103,234565

Anexo 3. Lista de genes encontrados en la busqueda “epilepsies’, entre los fenotipos
asociados de la lista completa de expresion diferencial. Se encuentran ordenados segin su

valor de FC.
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Gen FC p Control GASH:Sal
Il6r 2,332225914 0,459517612 5,279239564 12,31237931
Drd3 1,794019934 1 1,055847913 1,894212202
Ptgs2 1,644518272 0,703932984 6,335087476 10,41816711
Caspl 1,624916944 0,652246393 10,55847913 16,10080372
Cendl 1,432322366 0,264687187 65,46257059 93,76350401
Ncf2 1,409587091 0,663031037 14,78187078 20,83633422
Xreel 1,370431894 0,298588963 76,02104972 104,1816711
Tnfrsfla 1,30474177 0,667974741 23,22865408 30,30739524
Dusp6 1,289080548 0,23617507 159,4330348 205,5220239
Aifl 1,28144281 0,780319632 14,78187078 18,94212202
Duspl 1,279880075 0,150268042 259,7385865 332,4342415
Medl7 1,252581485 0,212848001 234,3982366 293,6028913
Grm8 1,196013289 0,687554047 44,34561233 53,03794166
Wnt2 1,196013289 0,828508784 19,00526243 22,73054643
Abcc8 1,191530481 0,133701119 704,2505578 839,1360056
Pip1 1,189953462 0,007877543 32456,76484 38622,0397
Charn3 1,186046512 0,554561392 95,02631215 112,705626
Griks 1,172534968 0,249776784 457,1821462 536,0620532
Apafl 1,146179402 0,732884827 57,01578729 65,35032098
Prrt2 1,141453259 0,225947195 879,5213113 1003,932467
Npy 1,130845898 0,364235236 494,1368232 558,7925997
Sez6 1,11818247 0,222499211 1614,391459 1805,184229
Ywhab 1,095809897 0,217301909 4911,80449 5382,403973
Alad 1,085666825 0,650802459 266,073674 288,8673608
Tnfrsf1b 1,07641196 1 10,55847913 11,36527321
Gabrg2 1,068574473 0,449896508 1981,826532 2117,729242
Loc100752268 1,062886632 0,607484986 742,2610826 788,9393822
Pde4a 1,0530117 0,983788856 24,28450199 25,67186473
Rtn4 1,051703477 0,540940885 2675,518611 2813,852226
Eno2 1,04445283 0,531533202 9583,931504 10009,96438
Ywhaz 1,040079064 0,630474651 2846,565973 2960,653672
Camk2d 1,03528423 0,8595854 267,1295219 276,5549815
Aspm 1,0350115 1 13,72602287 14,20659152
Gjal 1,033740129 0,79844722 630,3412039 651,6089976
Gabbrl 1,02563539 0,729276912 5905,357376 6056,743517
Kenj10 1,020554745 0,842694549 1264,905799 1290,905616
Cenbl 1,016611296 1 15,83771869 16,10080372
Pldz2 1,015669553 0,907839122 670,4634246 680,9692867
Kenjl1 1,013504768 0,997153956 81,30028928 82,3982308
Srebf2 1,008072396 0,929208904 2225,7274 2243,694354
Pld1 1,007020623 1 111,9198787 112,705626
Npylr -1,005519245 1 97,13800797 96,60482231
Syt4 -1,005601608 0,961367611 1263,849952 1256,809796
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Gen FC p Control GASH:Sal
Scen2b -1,008590882 0,943593236 992,497038 984,0432391
Slci12a2 -1,010139788 0,912137197 2068,406061 2047,643391
1l6st -1,010765432 0,925061483 1076,964871 1065,494364
Rrm1i1 -1,016207116 0,928461064 391,7195756 385,4721832
Gad?2 -1,021481481 0,898047456 416,0040776 407,2556235
Grial -1,027004059 0,801546757 1136,092354 1106,219926
Neurll -1,029059829 0,939793314 114,0315746 110,8114138
Ank -1,041019233 0,674526561 1534,147017 1473,697093
Apexl1 -1,044511178 0,803569161 329,4245488 315,3863317
Keng2 -1,050187869 0,631048706 1235,342058 1176,305778
Ngqol -1,05482478 0,800759765 222,7839096 211,2046605
Nr3cl -1,060433604 0,653046484 617,6710289 582,4702522
Msh2 -1,0651001 0,602531539 746,4844743 700,8585148
Mtaplb -1,070807696 0,302272396 23404,98068 21857,3146
S100b -1,071883184 0,461156319 1608,056371 1500,216064
Acp2 -1,077773808 0,499074356 952,3748173 883,6499923
Gria2 -1,079007058 0,59921114 477,2432566 442,2985492
Scnlb -1,080583986 0,446543668 1233,230362 1141,262852
Loc100737706 -1,088888889 0,88309721 44,34561233 40,72556235
Pten -1,089453053 0,330928903 2086,355476 1915,048536
Cers -1,094907407 0,843288839 58,0716352 53,03794166
Vip -1,094907407 0,843288839 58,0716352 53,03794166
Slcball -1,095089437 0,196675432 8733,973934 7975,5680478
Adarbl1 -1,098525878 0,305711 1780,159581 1620,498539
Glud1 -1,119153127 0,108963178 8988,433281 8031,459737
Cit -1,146171066 0,136440046 1813,946714 1582,614295
Cplx2 -1,183480945 0,335979083 309,3634384 261,4012839
Bad -1,197013142 0,355971274 246,0125637 205,5220239
Loc100760218 -1,19739369 0,77963133 30,61958947 25,57186473
Smo -1,19739369 0,421714896 183,7175368 153,4311884
Cystatin-b -1,217091403 0,469870703 125,6459016 103,234565
Pesk1 -1,224363091 0,08911752 802,4444137 655,397422
Keng3 -1,305321144 0,225013147 195,3318639 149,642764
Plau -1,309907407 0,565126565 49,6248519 37,88424404
Bags -1,331932307 0,094379845 336,8154842 252,877329
Hrh3 -1,490595089 0,151571858 125,6459016 84,292443
Npybr -1,66036249 0,172888481 73,90935389 44,51398675
Gpr98 -2,273347858 0,010727248 109,8081829 48,30241116
c7 -5,016666667 0,095902215 19,00526243 3,788424404

Anexo 4. Lista de genes encontrados en la bisqueda “seizure’, entre los fenotipos asociados
de la lista completa de expresién diferencial, ordenados segtin su valor de FC.
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Gen FC D Control GASH:Sal
Depdcsd 4,48504983 0,59325229 1,05584791 4,73553051
Charn?2 1,75061623 0,06293346 65,4625706 114,599838
Sptanl 1,26396859 0,71510894 23,2286541 29,3602891
Sik1 1,19085806 0,39695238 183,717537 218,781509
Algl3 1,17732558 0,76399226 33,7871332 39,7784562
Mef2c 1,17117913 0,32719053 317,810222 372,212698
Snipl 1,15441283 0,57776483 121,42251 140,171703
Aldh7al 1,15156685 0,30520347 468,796473 539,850478
Cdkl5 1,14699635 0,5029437 193,220168 221,622828
CntnapZ2 1,09973157 0,42316046 714,809037 786,098064
Szt2 1,07943842 0,45494941 1126,58972 1216,08423
Kencel 1,07766263 0,43908236 1363,09966 1468,96156
Kenb1 1,07105668 0,70046692 282,967241 303,073952
Gabrg2 1,06857447 0,44989651 1981,82653 2117,72924
Slcbal 1,06257593 0,43478844 3655,34547 3884,08212
ler3ipl1 1,05232265 0,77407399 298,804959 314,439226
Grinl 1,04660589 0,56470498 3349,14958 3505,23968
EpmZ2a 1,03072574 0,76897224 1189,9406 1226,5024
Synl 1,02887532 0,83395549 581,7722 598,571056
Strada 1,02385986 0,92335655 209,057887 214,045979
Gabral 1,01146686 0,87477726 6959,09359 7038,89254
Grin2b 1,00573845 1 69,6859622 70,0858515
Dnml1 -1,00032789 0,99764711 8293,68535 8290,96681
Scarb2 -1,00525267 0,94538111 5308,80331 5281,06362
Charn4 -1,0137037 0,9394769 412,836534 407,255623
Slc35a2 -1,02343655 0,89701154 354,764899 346,640833
Scn8a -1,02859878 0,74304553 2355,59669 2290,10255
Lgil -1,02973684 0,74809975 1853,01309 1799,50159
Gnaol -1,03160701 0,71198136 2565,71043 2487,10062
Keng2 -1,05018787 0,63104871 1235,34206 1176,30578
Arhgef9 -1,05121069 0,55295586 2547,76101 2423,64451
Wwox -1,05985915 0,8300434 142,539468 134,489066
Prickle2 -1,06439605 0,63577965 601,83331 565,422342
Chd2 -1,06596534 0,52473636 1290,24615 1210,4016
Gabrb3 -1,0935696 0,40678372 1032,61926 944,264783
Gosr2 -1,0960258 0,68498509 184,773385 168,584886
Henl -1,09873575 0,46011422 649,346466 590,994207
Scn9a -1,10355406 0,57276483 310,419286 281,290512
Pricklel -1,10423782 0,46610289 551,15261 499,124915

Pnkp -1,10584848 0,62267578 390,663728 353,270576
Theld24 -1,1314894 0,38267866 501,527759 443,245655
St3gal3 -1,13704272 0,30014863 702,138862 617,5613178
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Gen FC D Control GASH:Sal
Plcb1 -1,14131858 0,28002209 727,479212 637,402406
KcenaZ2 -1,16591049 0,09247657 1855,12478 1591,13825
Nhlircl -1,19304743 0,65454324 64,4067227 53,9850478

Cin8 -1,23717254 0,49685595 96,0821601 77,6627003
Keng3 -1,30532114 0,22501315 195,331864 149,642764
Grin2a -1,39704641 0,11972266 209,057887 149,642764

Kenmal -1,39723457 0,06685029 297,749111 213,098873

Arx 0,63535221 0 2,8413183

Anexo 5. Lista de genes de la lista de expresién diferencial completa que coinciden con los
senalados por la EGI en su lista de genes relacionados con la epilepsia, ordenados segtun su

valor de FC.

154




YEBEH-04659; No of Pages 12

Epilepsy & Behavior xxx {2013 xxx-%x%

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yebeh —

Contents lists available at ScienceDirect

Epilepsy & Behavior

Overexpression of the immediate-early genes Egr1, Egr2, and Egr3 in two
strains of rodents susceptible to audiogenic seizures

D. Lopez-Laopez *°, R. Gémez-Nieto **, M.J. Herrero-Turrién ?, N. Garcia-Cairasco 9, D. Sinchez-Benito *?,

M.D. Ludefia ¢, D.E. Lopez ¢+

# Institute for Newroscience of Costille y Ledn (INCyL), University of Selomonca, Salomanca, Spain

b Salgmancs Institure for Blomedicol Research (BSAL), Spain

* Department of Gell Biology and Pathology, Schoof of Medicine, University of Salomanca, Sofamanca, Spain
d Fiyysiology Depertment, Ribeirlo Preto School of Medicdne, Untversity of Séo Paulo, Biheirio Preto, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article festory:

Feviged 10 December 2015
Accepted 12 December 2005
Available online oo

Keywards:

Aundiogemc epalepsy

Early growth response
GASH:Sal

Seizure-induced transcriptome
Microarray

WHR

Genetic animal models of epilepsy are animpartant tool for further understanding the basic cellular mechanisms
underdying epileptogenesis and for developing novel antiepileptic drugs. We conducted a comparative study of
gene expression in the inferior colliculus, a nucleus that triggers audiogenic seizures, using twir animal models,
the Wistar audiogenic rat (WAR) and the genetic audiogenic seizure hamster (GASH;5al). For this purpose,
both models were exposed to high intensity auditory stimulation, and 60 min later, the inferior colliculi were col-
lected. As controls, intact Wistar rats and Syrian hamsters were subjected to stimulation and tissue preparation
protocols identical to those performed on the experimental animals. Ribonucleic acid was isolated. and microar-
ray analysis comparing the stimulated Wistar and WAR rats showed that the genomic profile of these animals
displayed significant (fold change, |[FC| 2 2.0 and p < 0,05) upregulation of 38 genes and downregulation of 47
genes. Comparison of gene expression profiles between stimulated control hamsters and stimulated CASH:5al re-
vealed the upregulation of 10 genes and the downregulation of 5 genes.

Among the common genes that were altered in both models, we identified the zinc finger immediate-early
growth response gene Egr3, The Egr3 protein is a transcription factor that is induced by distinct stress-elicited fac-
tors, Based on immunohistochemistry, this protein was expressed in the cochlear nucleus complex, the infierior
colliculus, and the hippocampus of both animal models as well as in lymphoma tumors of the CASH:Sal. Our re-
sults support that the overexpression of the Egrd gene in both models might contribute to neuronal viability and
development of lymphoma in response to stress associated with audiogenic seizures.

This article is part of a Special lssue entitled Genetic Models-Epilepsy.
€ 201 5 Elsavier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Some in vivo models represent the natural association between
genetic predisposition and external events that trigger seizures [7].

Epilepsy is a complex neurological disorder in terms of both its etiol-
ogy and its cognitive, behavioral, electrophysiological, molecular, and
cellular pathology [1-3]. Although enormous progress has been made
in understanding the etiology of epilepsy, the current knowledge is
very limited. The complexity of this neurclogical disorder reguires
intense interdisciplinary research. Thus, at the moment, a variety of
models are available for exploring different aspects of epilepsy such as
in silico [4], in vivo [5], and in vitro [G].

= Corresponding author at: Institute for Neoroscience of Castilla y Ledn (INCyL),
Laboratory 12, C/Pintor Fernande Gallego 1, 37007 Salamanca, Spain, Tel: +34
92 104400 1 8GR,
E-mall address: lopezded@usales (DLE. Lipez).

ity el il org 10,101 6] yebeh 20051 2,000
1525- 50500 2015 Elsevier Inc, All rights resered,

Among the most used and well-characterized in vive genetic models
of epilepsy are audiogenic seizures, which are triggered by high intensi-
ty acoustic stimulation, The substantial characterization of their neural
substrates, as well as their behavioral, cellular, and molecular alter-
ations, combined with pharmacologically- or electrically-induced sei-
zures, potentiates their usefulness in the elucidation of epileptogenesis
and preclinical development of new antiepileptic drugs [8.9].

The present study focused on two animal strains that are categorized
as audiogenic seizure models, the Wistar audiogenic rat {(WAR) and the
genetic audiogenic seizure hamster { GASH:5al).

The WAR is a genetically selected strain susceptible to audiogenic
seizures that was inbred at the School of Medicine of Ribeirdo Preto
{Brazil} beginning in 1990, This strain is a model of audiogenic idiopathic
epilepsy that develops tonic-clonic generalized selzures [10,11].

Please cite this article as: Lopez-Lapez D, et al, Overexpression of the immediate-early genes Egrl, Egr2, and Ezr3 in two strains of rodents
susceptible to audiogenic seizures, Epilepsy Behav { 2015), hitp:/idxdoiorg 10,1016/ yebeh 201 512,020
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The GASH:S5al, a hamster strain developed at the University of
Salamanca, exhibits genetic audiogenic epilepsy similar to human
tonic-clonic seizures [12]. The GASH:Sal shows an autosomal recessive
inheritance for susceptibility to audiogenic seizures, which manifests
maore severely in young animals; the seizure severity progressively de-
clines with age | 13].

Similar to other animal models of audiogenic seizures | 14-16), those
with brainstem origin ooour as a result of intense auditory stimulation
[13.17]. Actvation of auditory pathways is crucial for expression of the
audiogenic seizure phenotype, and the infertor colliculus, in the audito-
1y midbrain, plays a key role in its initiation [15,16]. Thus, bilateral le-
sions in the central nucleus of the IC permanently block audiogenic
seizures [14,18-20], and lesions in the dorsal and external cortices of
the IC partially attenuate the audiogenic seizures [14,21].

To find common molecular processes between these two models of
audiogenic seizures, we have conducted a comparative analysis of the
profiles of gene expression in the inferior colliculus (IC), a nucleus that
triggers audiogenic seizures. OF all the possible comparisons, we have
selected stimulated controls for comparison with the stimulated audio-
genic strains, either GASH:Sal or WAR, to avoid bias related to sound-
induced gene expression, Some of the deregulated genes detected via
microarray analysis were validated by quantitative reverse franscrip-
tion real-time PCR (RT-gPCR).

The present study might contribute toward understanding basic
mechanisms associating genetic predisposition to epilepsy, early gene
expression after seizures, and the recognition of new targets that
could be consequently tested in the development of antiepileptic drogs.

Briefly, our results are important for the identification, in this partic-
ular case, of early genes induced by seizures and suggest molecular pro-
cesses with potential implications for human epilepsy.

2, Material and methods
2.1, Experimental animals

A total of 51 animals were used in this study according to the
following distribution: 17 male WAR and 6 male control rats { Rofus
norvegicus, Wistar albino, Charles River Laboratories) at 12 weeks of
age and a body weight of approximately 230 g. In the case of the
hamsters, we used 12 control Syrian hamsters {Mesocricetus auramis)
and 16 GASH:Sal at 16 weeks of age, weighing approximately 60 g,
The WAR and GASH:5al animals did not suffer any audiogenic seizure
prior to the experiments. All animals were free of ear infection. To rap-
idly confirm normal hearing, we used the hilateral finger friction fest in
all cases,

The animals were exposed to auditory stimulation within an acrylic
cylinder. The acoustic stimulus was recorded using a high-pass filter
(=500 Hz; microphone Bruel & Kjaer #4134 and preamplifier Bruel &
Kjaer #2619), digitized above 4 kHz, and reproduced by a computer
coupled to an amplifier { Fonestar MA-25T, Revilla de Camargp, Spain)
and a tweeter (Beyma T2010, Valencia, Spain) in the upper portion of
the arena. The delivered sound was a semirandom acoustic stimulus
of 0-18 kHz with an intensity of 115 to 120 dB. For more information see
[10,22]. Sixty minutes after the seizures, we harvested the IC for all gene
expression analyses. As controls, normal Wistar rats and Syrian ham-
sters were exposed to the same stimulation according to the identical
procedure,

For each gene microarray ( Rat Gene 1.0 5T & Microarray MoGene 1.0
§T), the rats or hamsters were randomly divided into four groups, and
we used the right and left inferior colliculi from each animal (Table 1),
For the transcriptomic analyses, we compared only stimulated Syrian
hamsters and stimulated GASH:5al, using four animals of each strain.
For RT-gPCR, 3 to 8 of the replicates from each group were randomly se-
lected and performed in triplicate on two separate occasions for each
gene product examined,

Table 1

Mumber of animals used in this study in the different experimental approaches,
N Microarray Rat RT-gPCR Histobogy

Gene 1.0 5T
Wistar rat 4 3 MNiA
Stimulated Wistar rat 3 3 A
WAR G G 2
Stimulated WAR 7 -] 2
N Microarray RT-gfR Histology Transcriptome
MoGens 1.0 5T

Syrian hamster ] I(6LC) MA WA
Stimulated Syrian hamster & F(ELC) NA 4{7LL)
GASH:5al [ 4(BLC) 2 MNiA
Stimulated CASH:Sal ] I(6LL) 2 4{8LC)

2.2, Ethics stafement

All procedures and experimental protocols were performed accord-
ing to the guidelines of the European Community's Council Directive
{2010/63/CE) and Brazilian legislation for the care and use of laboratory
animals,

The experiments were performed at both the Neuroscience Institute
of Castilla y Ledn at the University of Salamanca and the Ribeirdo Preto
School of Medicine at the University of 3o Paulo, with the approval of
the Animal Care and Ethics Comimittees of those institutions.

2.3, Tissue sampling

After anesthetizing the animals with an overdose of sodium pento-
barbital, the IC was isolated, surgically removed, and placed in TRIzol®
{Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) for transcription analysis. For
immunohistological studies, the protocols used for tissue preparation,
including perfusion of the animals, brain dissection, and tissue slicing,
were idenfical to those used elsewhere [23.24],

24. RMA isolation

Total RNA was purified using TRIzol®, followed by further RNA puri-
fication using an RMeasy Mini Kit for RNA cleanup {QJiagen 5ciences,
Germantown, Maryland, USA). Ribonucleic acid quantity and quality
were then assessed using an Agilent 2100 Bioanalyzer { Azilent Techniol-
ogies, Palo Alto, CA, USA) to test the integrity of the 185 and 285 ribo-
somal RNA (rRNA) bands, and samples displaying an RNA integrity
number (RIN) = 8.0 were used,

25, Microarray hybridization data analysis: normalization, differential
gene expression, and ontological analysis

Microarray analysis was performed at the Cancer Research Center of
Salamanca according to standard procedures. Labeling and hybridiza-
tion were performed according to protocols from Affymetrix. Briefly,
100-300 ng of total RMA was amplified and labeled using the WT
Sense Target labeling and control reagents kit (Alfymetrix Inc, Santa
Clara, CA, USA) and was then hybridized to rat (Gene 1.00 5T Array) or
mouse {GeneChip® Mouse Gene 5T Array) microarrays, as appropriate,
Washing and scanning were performed using the Affymetrix GeneChip
systemn {GeneChip Hybridization Oven 640, GeneChip Fluidics Station
450, and GeneChip Scanner 7G).

Following image analysis, the microarray data were imported
into GeneSpring GX7.3 { Azilent Technologies), The robust multiarray
analysis (RMA] algorithm [25] was used for background correction
and normalization of fluorescent hybridization signals of the micro-
arrays at both the internal {intramicroarrays] and the compara-
tive {intermicroarrays) levels, This algorithm was selected over other
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available algorithms such as the MASS or MBEI |26] because it was
deemed to provide the best precision in signal detection to achieve ad-
equate multiple-chip normalization |27, espedially in cases of low-level
gene expression |25,28,29), by producing efficient guantile normaliza-
tion of the distribution of probe intensities from each array in the con-
text of a complete set of armays.

We used Bioconductor and R as computational tools [www.
bioconductor.org) to apply RMA to the dataset of microarray hybridiza-
tions including 3 to 6 different biological replicates corresponding to
each of the experimental groups in the study {Wistar rat or Syrian ham-
ster control, stimulated Wistar rat or Syrian hamster, WAR or GASH:5al
control, and stimulated WAR or GASH:Sal).

After quantitation of the expression level of each probe set in all
analyzed Rat Gene 1.0 5T microarrays, the significance analysis of micro-
arrays {5AM) algorithm [30] was used to identily probe sets displaying
significant differential expression when comparing the experimental
samiples to their controls. This algorithm perforims statistical discrimina-
tion analysis using permutations to check the stability of variables ful-
filling the ‘alternative hypothesis’, This method calculates the type |
error, or the number of expected false positives, by calculating the
false discovery rate {(FDR) [31]. In this report, genes displaying an FDR
of 6% or less were considered as significant. We selected the genes
that vary in a range (fold change, |FC| = 2) among other genes and
used different databases to determine their function,

In the case of the MoGene 1.0 ST microarrays, we compared the ex-
perimental groups corresponding to the stimulated hamster control and
the stimulated GASH:5al; all of our samples passed a stringent data
quality control test and showed high intragroup homogeneity [32].

Potential differential expression was determined via one-way analy-
sis of variance (ANOVA) (variances not assumed to be equal). Subse-
quently, an unpaired t-test (p = 0.05, filtered at 1.5 fold) was performed
to search for the genes exhibiting differential expression (the levels in
the control samples were considered as the basal levels) [32].

The data obtained and discussed in this publication have been
deposited in the NCBI's Gene Expression Omnibus [33] at GEO Series ac-
cession numbers GSET4150 (hetp:/f'www.nebinlmonih.gov/geo/query/
acc.cgitacce=0G5E74150) for the WAR arrays and GSE74043 (http://
www.nchi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=G5E74043) for the
GASH:5al arrays.,

Further processing, including functional analysis and overrepre-
sentation calculations based on the Gene Ontology {GO) Annotation
Tool and published data from the Database for Annotation, Visuali-
zation, and Integrated Discovery, was performed using GeneSpring
GX 7.3 and DAVID Bivinformatics Resources 6.7 (http://david.abec.
nciferf.gov/) [34].

2.6, Transcriptome of the inferior colliculus, RNASeq library generation,
sequencing, and bivmformatic analysis

The analysis was performed using 15 biological samples of the left or
right IC, which were obtained from male GASH:5al and control hamsters
{HdsHan®:; ALURA). Specifically, 8 IC samples were obtained from the
controls (4 from the left and 4 from the right 1C), and 7 IC samples
were pbtained from GASH:5al (4 from the left and 3 from the right 1C),

The pool of isolated and precipitated RMAs was generated using 3
samples from each animal type, taking 1 pg of ENA from each animal,
and 3 pg ofthe pooled RMA was used for the creation of RMASeq libraries
using the TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 { llumina) after the removal of
rEMNA. Both obtained libraries were validated using the 2100 Agilent
Bivanalyzer and were quantified via RT-gPCR analysis.

Sequencing of both libraries was conducted using an lIx genome an-
alyzer {llumina) using the single read format, and the sequences that
did not meet the purity criteria in the software were discarded, Quality
values were associated with a value of 30 or greater on the Phred scale
{0-40) for 25066143 reads PF [ pass filter) considering a medium length

of 76 bp from the controls and 27848979 reads PF considering the same
medium length from GASH:Sal

After quality control, normalization of the libraries, and detection of
no significant deviation between the differential expression and the av-
Erage expression, we began analyzing the great quantity of data obtain-
ed. One of the most interesting means of analysis is the examination of
the table containing all of the information about the differentially
expressed genes, This information not only provides the biological pro-
cesses, molecular functions, cellular components, and phenotypes asso-
ciated with many genes according to their annotation but also describes
whether the genes are upregulated or downregulated |FC| and whether
the results from a statistical perspective were significant (p value).

The data obtained and discussed in this publication have also been
deposited in the MCBI BioProject at accession number 230618,

2.7, Quantitative reverse ranscription real-fime PCR (RT-qPCR)

Total RNA (2 pg), reacted with oligo-dT and random hexamer
primers, was reverse transcribed into cDNA at 37 °C for 2 h using the
First Strand cDMA Synthesis Kit (Promega Corporation, Madison, W1,
LISA). In all cases, a reverse transcriptase negative control was used to
test genomic DMA contamination.

Quantitative RT-qPCR was performed using the SYBR Green method
with a 2 Master Mix {Applied Biosystems). Each reaction contained
10 pl of Master Mix, 0.4 pl of each pair of primers, 3 pl of each cDMA sam-
ple in a different serial cDNA quantity for each gene, and MilliQ water up
to 20 pl. The amplification reaction was performed in an ABI Prism 7000
detection system { Applied Biosystems ) under the following conditions:
10 min at 95 *C followed by 40 cycles of 15 s at 95 *C and 1 min at 60 °C
depending on each pair of primers. Quantitative reverse transcription
real-time PCR experiments were performed in replicates of 3 to 8 sam-
ples and conducted in triplicate for each gene product examined. The
list of primers used is provided in Table 2. *-actin was used as the
housekeeping gene.

To choose the most stable genes as internal references for RT-gPCR
data normalization, two candidates [[*-actin and glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (Gapdh)] were selected according to their
expression levels detected in the microarray studied. The expression
of these two genes was also measured by RT-qPCR. NormFinder sofit-
ware [35] was used to calculate the intra- and intergroup variations in
gene expression. Our results indicated thar [*-actin is the most stable
gene, whereas Gapdh is less stable (data not shown). Thus, the mean
threshold cycle (Ct) value and primer efficiency value of [5-actin were
used for normalization.

The comparative Ct method was used for presenting quantitative
data |36). Following the removal of outliers [37), raw fluorescence data
were used to determine the PCR amplification efficiency {E) according
to the formula E = [100— 5"} — 1] 100, All amplifications had an E
value of 100 £ 10%, and an E value near 100% indicated efficient ampli-
fication. The relative gene expression value (FC) for each transcript was
calculated according to the formula 2 46t “eonditlan 17— AC "eondition 27)
where “condition 17 corresponds to the experimental sample, “condi-
tion 2" to the sample from the control animal, and ACt of each *condi-
tion" i5 Cl-pperimental gene~ — Cl-endogenous gene~ |36 The standard error
for each relative gene expression value was calculated as a measure of
data variation, The significance of the qPCR analysis results was deter-
mined using a one-tailed (-test for each gene, considering |FC| = 1
as significant {p < 0,05),

28, Immunostaining

The contrel animals and the animals exposed to auditory stimulation
of both species were euthanized with pentobarbital {60 mg/'kg) and
perfused transcardially with 0.9% saline wash solution followed by 4%
paraformaldehyde fixative solution (Table 1}, The time between audio-
genic stimulation and sacrifice was 60 min. After the fixative perfusion,
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Talblbe 2
Dligonucleotide primers employed.

Target GenBank numirer” Primer forward cOMA Primer reverse cOMA Sime of v

rotein fosrwrard” reverse’ products

Egrl NM_012551.2] CAGCIA/CIGCCOT CITTCAATCCTC 162-181 GTGETCAGCTGCTOGTAGGE 202-221 60 2.04
Rattus norvegicus 502-521 S542-561
XM_005DES288,1| 260-284 305-324
Mesocricelus mommtus
XM_007636101,1|
Cricetulus griseus

Egr2 EM_003515916.1| Cricetutus griseus AGGOCCTTGGATCTOCCATA 31-50 CAGCTGRCACCAGGGTACTG 127-146 116 200
ENM_0050704E07.1| 7353 443452
KM_005070806,1) Mesocricelus auratus 550-575 G55-674
AB264614.1| Ratius morvegicus IT=d6 123-142

Egr3 EM_006252240.1| CCACAAGCOCTTOCAGTGTC 1198-1217  GTCCOCATOTCACTCCOTGAG  1253-1273 75 1.98
EM_006232239.1| Ruttos norvegios 1019-1038 1074-1094
EM_005071015.1) TEO-808 B44-850
EM_005071014,1| B55-975 1010-1026
EM_005071013.1 1154-1173 1209-1225
Mesocricelus minmus TRO-T99 BE35-855
EN_003496195.1|
Cricetulus griseus

Gabrad  XM_008TT0135,1 CACCAT] A/ CIAGTGCGGAGTGTC 1276-1295  ATTTCAAAGGGCAGGCATGA 1337-1346 71 1.98
Raitus norvegious A0R-517 G40-558
EM_003507783.2 42E-517 548568
EM_007634147.1 441450 402-511
EM_007634149.1 A 1450 A2-511
EM_007634150.1 G05-624 G56-675
Cricetulus griseus A 1-450 402-511
EM_005080795,1 A4 =4G0 482-511
EN_005080796.1
EM_0050EB0797.1
Mesocricelus mimtus

Gapdh NM_017008 4| ACATGCCGOCTGGAGAAACTT BOG-824 GOOCAGGATGOOCTTTAGTGG B74-354 40 200
Rattus norvegicus BO2-821 BT1-891
MM_001 2448542
Cricetulus griseus

|s-actin XM_00G248886.1| XM_006248885.1] AGCCATCTACCTAGCCATCC 240-259 ACCCTCATAGATCGGCACAL 335-354 115 203
Ratrus norvegious 415-434 510-529
ENM_007648665.1| A55-506 SE4-602
Cricetulus griseus F00-407 AB5-503
NM_OD1281595.1]

Mesocricelus mrrmtus

4 The primer location in the cormespanding GenBank sequences of rab and hamster origin is indicated,
" gPCR primer efficiency (E) was caloulated according to the following equation: E = 106 25k,

the brains were removed from the skulls and cryoprotected for 48 h at
4°C in 30% sucrose in phosphate buffer {PB). Coronal brain sections at
40-pm thickness were generated using a freezing sliding microtome,
All sections were processed for immunchistochemistry using similar
procedures to those used in our previous studies of rats |24] and ham-
sters [23). Briefly, the sections were washed and incubated in a rabbit
anti-EGR3 primary antibody solution (1:5040, #HPAMIGZ06, Sigma-
Aldrich) diluted in TBS ( Tris-buffered saline) for 24 h at 4 *C. The tissue
was then washed and incubated with a goat biotinylated secondary
antibody anti-rabbit {1:200, #BA-1000, Vector Labs) for 2 h at room
temperature and finally visualized with the avidin-biotin-peroxidase
complex procedure (Vectastain, Vector Labs) and histochemistry for
peroxidase without heavy metal intensification. For each brain, all
sections were mounted on slides, dehydrated, and coverslipped. Brain
specimens taken from control animals, as well as from WAR and
GASH:5al animals, were processed simultaneously using the same
batch of solutions and incubation times in order to minimize the vari-
ability in the visvalization of immunoreactivity and DAB reaction prod-
uct. For immunolocalization of markers in the lymphoma-derived tissue
samples, the fixed tissues were processed in a commercial histological
processor { Technicon, Assens Lofriv, Madrid, Spain), and the resulting
paraffin blocks were cut into 3-pm sections, We used a Bond Polymer
Refine Detection system (DS9800, Vision BioSystems, Newcastle, UK)
(Leica Bond I, which included a polymeric horseradish peroxidase
{HRP)-linked antibody for the detection of the secondary antibody,

according to the instructions of the manufacturer using the same con-
centration as cited above,

The primary antibody used was anti-Egr3 (1:500, #HPADDG20EG,
Sigma-Aldrich), a polyclonal antibody generated in rabbits against the
recombinant early growth response 3 protein epitope signature tag
(PrEST) (see details in the manufacturers technical information ),

MNegative controls were not treated with primary antibodies, and this
resulted in the complete absence of immunolabeling.

The histological sections were thoroughly examined under a micro-
scope (DMBL, Leica), and images were captured using a digital camera
{ DPS0, Olympus) adapted to the microscope.

3. Results
3.1. Micromrray analysis

3.1.1, Gene expression arrays of the [C in the control vs, GASH:5al hamsters
after acoustic stimulation

From the full list of genetic analyses obtained from the MoGene 1.0
ST expression arrays of all samples, the analysis of sound-stimulated
control hamsters and GASH:Sal was composed of 28,814 entries
(26,293 of which were identifiable). The differences between the stim-
ulated controls and stimulated GASH:5al were analyzed, We identified a
total of 82 genes that changed in expression when comparing stimulat-
ed controls to stimulated CASH:Sal (see complete list of differentially

Please cite this article as: Lopez-Lapez D, et al, Overexpression of the immediate-early genes Egrl, Egr2, and Egr3 in two strains of rodents
susceptible to audiogenic seizures, Epilepsy Behav (2015), http:/fdx.doiorg/10.1016/{yebeh.2015.12.020




0, Lipez-Liper et al, / Epllepsy & Befunviar e [ 2015) sooe-xix 5

expressed genes in Supplemental File 1). Of these 82 genes, we specifi-
cally identified 15 genes showing significant fold change (|FC| = 1.5) dif-
ferences in gene expression. Thus, we found vpregulation of 10 genes
and downregulation of 5 genes in the stimulated GASH:Sal compared
to stimulated control hamsters.

Mo relationships at the metabolic, structural, or functional level
among the 15 genes were observed. Most of the genes were transcrip-
tion factors (early growth response 2 [EgrZ), early growth response 3
|Egr3], neuronal PAS domain protein 4 [Npas4], RAS protein-specific
guanine nucleotide-releasing factor 2 [Rasgrf2], sterile alpha motif
domain-containing 9-like [SamdH]), some of which were related to sig-
naling pathways associated with Rho or Ras proteins { Rosgrf2, Somd9y).
There were also genes related to calcium ion metabolism {ATPase, Ca™ "
transporting, ubiquitous [Atp2a3], triadin [Trdn]), epigenesis {jumonji,
AT-rich interactive domain 10 [farid1d], ubiquitously transcribed tetra-
tricopeptide repeat gene, ¥ chromosome [Uty]), translation processes
{prostaglandin E synthase 3 (cytosolic)-like [Prges3l]), or several bio-
logical processes (ADP-ribosylation factor-like 15 [Arl15], caleyclin-
hinding protein [Cacybp]. cyclic nucleatide-hinding domain-containing
1 [Crbd1]). Interestingly, two of the genes encode franscription factors
that belong to the family of early growth response genes, Egr2 and

Egr3. The Gene Ontology (GO) annotations related to those genes in-
clude sequence-specific DNA binding transcription factor activity and
transcription regulatory region DNA binding.

The functional analysis and overrepresentation calculations based
on the GO Annotation Tool are shown in Fig. 1A

3.1.2. Gene expression arrays of the IC in the Wistar vs. WAR rats after
oooustic stimulation

Analysis of the differential expression between samples of the 1C
from stimulated Wistar and WAR rats provided a list of 297 genes. We
reduced that list by choosing the most representative genes according
to a cutoff absolute fold change of 2 or greater ([FC| = 2).

Comparative analysis of the microarray results between sound-
stimulated Wistar and WAR rats showed that the genomic profile of
these animals was significantly affected (displaying a |FC| = 2 and
=005} in 39 upregulated genes and 32 downregulated genes,

Toenhance the biological interpretation of the differentially expressed
genes from our microarray studies, we determined whether any of the bi-
ological processes or molecular functions were overrepresented among
the differentially expressed genes. The functional interpretation of the
experimental data in the rat microarrays was performed using the GO
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Fig. 1. Functional analysis of the genes in the most representative functional categories based on the Gene Ontology {GO) annotation. The bar graph shows the number of genes up- and
dowmregulated in the IC after sound stimulation in the GASH:Sal {A) and WAR {B) modets relative o their respective controls subjected to the same experimental conditions.
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annotations (Fig. 1B). Our results indicated that although there were
many overrepresented biological function categories, the majority of
genes were related to a few function categories, We found certain func-
tions that only corresponded to upregulated genes and other functions
that corresponded to only downregulated genes or both up- and down-
regulated genes (Fig. 1B). In our study, the most relevant function cate-
gories included genes involved in responses to different stimuli
(epoxide hydrolase 2, cytoplasmic [Ephx2], regulator of G-protein
signaling 2 [Rgs2]. regulator of G-protein signaling 5 [Rgs5), succinate
receptor 1 |Sucnr?]), oxygen homeostasis (ATP-binding cassette, sub-
family B (MDR/TAP), member 1 [AbcbTa), lecithin—cholesteral acyl-
transferase [Lcat], farmesyl diphosphate synthetase [Fidps]), metabalic
process ( DOPA decarboxylase | Ddc], phospholysine phosphohistidine
inorganic pyrophosphate phosphatase [Lhpp]. phosphoribosyl pyro-
phosphate synthetase 1 [PrpsT]. transthyretin [Tir]), translation
process (605 ribosomal protein L12 [LOC429782]), transcription factors
(nitric oxide synthase trafficking [Nostrin], polymerase ( RNA) T {DMNA-
directed] polypeptide K [Polr3k], SCAN domain-containing T [ScandT],
L2 spliceosomal RNA [LI2]}, neuropeptide signaling pathway {EGF,
latrophilin and seven transmembrane domain-containing protein 1
precursor [ADGRES], adhesion G-protein-coupled receptor F5 [Gpri 16),
G-protein-coupled receptor 126 gene [Gpri26], 5-hydroxytryptamine
receptor 2A |Hir3a), neuropeptide ¥ precursor [NPY), tachykinin, pre-
cursor 1 [Tac?]). calcium metabolism (mitochondrial fission 1 protein
| Fis1]), and immediate-early growth response {Egr3), among other cat-
egories (Fg, 1B). Supplemental File 1 shows the complete list of differ-
entially expressed genes.

The comparison between the gene expression profiles of the two sei-
zure animal models using the microarray data showed only one com-
mon gene, the Egr3, which was upregulated in both cases.

3.2, Quantirotive reverse ranscription real-time PCR

We performed RT-gPCR analyses to validate the data obtained in the
microarrays of the IC corresponding to the sound-stimulated audiogenic
strains and their sound-stimulated controls. This included the overex-
pression of the Egr3 in the expenmental samples compared to the con-
trols for both microarrays used in the present study. Moreover, we
checked the expression of other deregulated genes in our microarrays
and those belonging to the Egr family (Ezr! and Egr2). The results of
this set of experiments are shown in Fig. 2 and Table 3.

The three early growth response genes Egrl, Egr, and Egrd were sig-
nificantly overexpressad in both stimulated GASH:Sal and WAR com-
pared to their respective stimulated controls (Fig, 24 and B). The value
of Egr3 and Egr2 expression between stimulated Wistar and WAR rats
was extraordinarily high (Fig. 2B}, 10 fold higher than that observed
fior the comparison between stimulated control and GASH:5al hamsters
(Fig. 2A),

Furthermore, we determined the effect of sound stimulation in the
IC gene expression, analyzing the expression of the Egr genes in the
two strains with or without auditory stimulation by RT-qPCR, Thus,
the gene expression of the IC in the baseline controls was compared
with that in the sound-stimulated audiogenic strains (Fig. 2C and D),

The comparison of gene expression between nonstimulated
GASH:5al and stimulated GASH:5al indicated that the expression of
the three Egr genes was significantly higher in the simulated CASH:Sal
{ 100 fiold higher than in the nonstimulated CASH:Sal) (Fig. 2C).

By comparing the nonstimulated WAR with the stimulated WAR, we
found that the three Egr genes were significantly overexpressed in the
stimulated WAR {Fig. ZD). The Egrl] and Egr? expression results were
similar to those found in the comparison of the GASH:Sal; alternatively,
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Fig. 2. The fold changes in Egr transcript expression in the [Cof GASH:Sal and WAR models and their respective controls were measured via RT-qPCR. The expression of the three Egr genes
was significantly increased in both audiogenic seizure madels in comparison to their respective stimalated controls and in comparison with their basal levels, Error bars indicate
hemistandard deviation {50 ). The housekeeping gene used was [S-actin. All the RT-gPCR primers are described in Table 1. Significant differences are indicated as p < 0.01 (™) or

= 0001 (***), Abbreviation: FC, fodd change (relative mBMNA levels),
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Egr2 expression was slightly higher in the stimulated WAR than in the
nonstimulated WAR, although not to the extent observed in GASH:Sal.

Finally, we performed RT-qPCRE analysis on other genes related
to the function of the Egr3, such as the gene encoding the gamma-
aminobutyric acid {GABA) A receptor, alpha 4 (GABRad), despite not
having been detected as deregulated in our microarray analysis. In our
study, the expression of the gene encoding the alpha 4 subunit of
GABAA receptor was not significantly changed in the IC of the GASH:5al
under any of the conditions studied (Fig. 2A and C). Alternatively,
CABRod expression was significantly different in the IC of the sound-
stimulated WAR compared to the sound-stimulated controls (Table 3).

3.3, Immunochistochemistry

Since Egrd was upregulated in the IC of both audiogenic strains, we
studied the distribution of the Egr3 protein in the nervous system
under basal conditions and after sound stimulation, Using immunohis-
tochemistry to detect Egr3, we found a similar immunostaining pattern
between the two species {Figs. 3 and 4). Early growth response 3
immunopositive neurons were found in the auditory pathway of the
stimulated animals and nonstimulated animals. In WAR and GASH:5al
animals, Egr3 immunolabeled neurons were present in all the three
divisions of the IC. The majority of Egr3 immunolabeled neurons were
found in the dorsal and external cortices of the IC, while weakly stained
neurons were found in the central nucleus of the IC (Figs. 3 and 4). Also,
Egr3 immunostaining was present in the cochlear nucleus complex
(Figs, 3 and 4}, Outside the auditory pathway, we found Egr3 immuno-
reactivity in the hippocampus (Figs. 3 and 4).

Because of the close relationship between Egr3 expression and the
profiferation of B and T lymphocytes [38], we examined the presence
of this protein in lymphoma cells sporadically observed in the colony
of GASH:5al [39], We lound immunoreactivity for the Ezr3 protein in
Burkitt-type non-Hodgkin neoplastic lymphoma tissue, which was pre-
viously obhserved in the GASH:Sal [39]. Early growth response 3 immu-
nostaining revealed focal expression in the lymphoid cells localized to
the cytoplasm {Fig 5).

3.4, Transcriptome comparison
We used the mouse probes for the microarray analyses of gene

expression in hamsters as the Syrian hamster probes were not currently
available, To confirm these results, we employed Chinese hamster

probes [Cricetulus griseus) via transcriptomic analysis, comparing
the stimulated controls with the stimulated GASH:Sal. The data are avail-
able in a database at NCEI under the project number PRINAZ30618
{https://submit.ncbinlmonib.gov/ft byid bg7rg36z/gashsubmission.sgn ).
Upon using these probes, the number of differentially expressed genes
between stimulated GASH:5al and the stimulated controls was increased.
In the present study, we focused only on the results related to the Egr
genes, The expression values from KT-gPCR and transcriptomic analyses
showed significantly increased values of the early expression genes
Fgr1, Egr2, and Egr3. In the microarray analysis, we found upregulation
of the Egr2 and Egr3 genes, but we did not detect upregulation of the
Egr1 (Fig. 6).

4. Discussion

Genetic animal models of epilepsy provide important tools for fur-
ther understanding the basic cellular mechanisms underlying epilepto-
genesis and identifying new targets for antiepileptic drugs. They are also
used to determine the genetic factors that induce seizures to discover
molecular mechanisms in common with human epilepsy.

In the present study, using microarrays, we analyzed the changes
in gene expression in two strains with audiogenic epilepsy after a sei-
zure event, compared with controls under the same conditions, The
comparison of the gene expression profiles between the two animal
models using the microarray data showed only one common gene,
Ezr3, which was upregulated in both cases. On the other hand, using
RT-gPCR studies, we confirmed the differential expression of this gene
and two other early response genes, Egrl and EgrZ, which were also up-
regulated in both species, Differences between microarray and KT-gPCR
data occur for several reasons, including the fact that different probes
are used for the microarray and RT-gPCR experiments {which can
capture differential expression in splice variants), differences in the
methods for normalization of expression data, and possible false-
positive expression changes, In addition, lower correlations between
RT-qPCR and microarray results were consistently reported for genes
exhibiting small degrees of changes [40].

4.1, Methodological considerations
In our study, the time between the induced seizures and the tissue

sampling for the RNA study was 60 min. Since it has been reported
that the expression of Egr2 and Egr3 is dramarically induced 30 min

Please cite this article as: Lopez-Lapez D, et al, Overexpression of the immediate-early genes Egrl, Egr2, and Ezr3 in two strains of rodents
susceptible to audiogenic seizures, Epilepsy Behav { 2015), hitp: /fdx.doiorg/10.1016/].yebeh 201512020




ARTICLE IN PR

8 D, Lipez-Lipez el al. | Epikepsy & Behavior xxx (2015) xx-xx

GASH:Sal naive

GASH:Sal sound stimulated

Figg. 3. Coronal sections of GASH:Sal were immunostained to visualize Egr3 protein expression, The inset shows a magnification of the boxed area. Abbreviations: IC, inferior colliculus; VCN,

ventral cochlear nucheus.

after the onset of seizures induced by kainic acid |41), we set 60 minasa
period of time sufficient to detect Egr gene expression. Microarray anal-
ysis enables global transcriptomic studies of the changes in gene
expression because it enables the simultaneous analysis of thousands
of genes in a single experiment. Briefly, after performing the hybridiza-
tion arrays and after quantitation of the expression level of each probe
set in all microarrays, we used a different algorithm to identify probe
sets displaying significant differential expression by comparing the
samples from audiogenic strains with their respective controls. We
selected the genes that varied in a range (fold change) among other
genes and used different databases to identify their function. Only
genes displaying a |FC| > 2 (up- or downregulated) were considered
for analysis. For the GASH:Sal, we have chosen a less restrictive criteri-
on, |[FC| > 1.5, because the probes used were not the most appropriate
and did not allow us to detect many changes. Moreover, because a lim-
ited number of genes were differentially expressed, few genes fulfilled
such a restrictive criterion. On the other hand, we used commercial
mouse microarrays to study gene expression in hamsters because the
genome of this species has not been described, and therefore, no specific
arrays have been developed. Furthermore, it is well known that these
two species (M. auratus and Mus musculus) are phylogenetically very
close |42].

Genotyping of M. auratus is currently underway at the Broad Insti-
tute (NCBI-BioProject accession: PRINA77669) but is not published
yet. Therefore, to confirm the results of our gene expression analysis,
we used the cDNA sequences of the Chinese hamster, C. griseus, for a
comparative analysis of the transcriptomic profiles in the IC from
GASH:Sal and control Syrian hamsters, both of which were stimulated
with sound. The Chinese hamster genome was recently published
[43], and this species displays greater similarity to the Syrian hamster
than to the mouse [44].

4.2. Early growth response genes

The Egrl, Egr2, and Egr3 genes are immediate-early genes; this term
refers to genes whose transcription can be rapidly and transiently
induced by a broad range of cellular stimuli (environmental, physiolog-
ical, and pathological stimuli} [45,46]. These genes encode the EGR fam-
ily of zinc-finger proteins, which bind to DNA, RNA, or proteins [47,48].

The factors that induce the expression of these genes in mammalian
cells include stress [49], which may be induced by chemical and physical
external stressors [50] or internal stressors, such as cardiac stress [51],
which elevates the Egr mRNA level. The increased transcription of Egr
due to stress occurs in tissues as variant as the adrenal glands [52] and
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Flig. 4. Coronal sections of WAR were immunaostained to visualize Egr3 protein expression. The inset shows a magnification of the boxed area Abbreviations: 4v, fourth ventricle; IC, infertor
colliculus; VON, ventral cochiear nucleus,

the hippocampus |53}, It has been reported that Egr1 has a clear role in
mediating gene expression required for some learning and memory
processes [54,55), and Egr3 is associated with neuronal plasticity in re-
sponse to stress and novelty [56]. In fact, the proteins expressed by
the activity-regulated cytoskeletal-related (Arc) gene are directly regu-

lated by Egr1 and Egr3, which can indirectly modulate synaptic plasticity e
by directly regulating Arc [57).
5 = GeneChip
& RT-qPCR
O Transcriptome

Egr3

Fig. 6. Confirmation of the results for selected genes at the gene expression level, The fold
changes in the expression levels of the three Egr transcripts in the IC of the sound-
stimulated GASH:Sal compared to the sound-stimulated Syrian hamster controls were ob-
Fig. 5. Egr3 immunopositivity in lymphoid cells of GASH:Sal lymphoma tissue. Scale bar, tained by microarray, RT-qPCR, and transcriptomic analyses. Abbreviations: FC, fold
10 pum. change (relative mRNA levels),
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The early growth response genes Egri, Egr2, and Egr3 mediate adap-
tation to novel stimuli and novelty | 58] This result from our material
would explain their presence in the anditory nuclei, where cells respond
to the sound. Exposure to novelty resulted in long-term depression
(LTD), and Egr3 has been associated with LTD processes [56], which
are also mediated by the serum factor response (SRF) gene [59]; this
gene was overexpressed in the GASH:5al transcriptome (data not
shown ). Mice knocked out for this gene {Egr3 ™) show abnormal ad-
aptation to novelty and stress, deficits in startle habituation, and deficits
in synaptic plasticity [56]. Based on immunchistochermistry, we found
this protein in the hippocampus of WAR and GASH:5al, in both animals
subjected to auditory stimulation and naive animals. Although we have
not quantified the levels of this protein, it does not appear that its ex-
pression is increased in the hippocampus of the stimulated animals,
and such a result would support its function. However, because the
brains were collected 60 min after audiogenic stimulation, it is possible
that insufficient time or number of stimulations was responsible for the
inability to detect Egr3-immunolabeled differences in the hippocampus.

Different processes that contribute to neuronal hyperexcitability,
such as the hyperexcitability produced by ethanol withdrawal [60]
and induced seizures [G1], resulted in overexpression of these Egr
genes, Following seizures induced by kainic acid, it was possible to de-
tect the expression pattern of these immediate-early genes (IEGs), espe-
cially in the hippocampus, the cortex, and the amygdala [61]. It has been
previously reported that the Egr3 expression is inareased in the hippo-
campus of humans with temporal lobe epilepsy as well as in animal
maodels of temporal lobe epilepsy [62]. On the contrary, Lgi1L385R/+
rats, which showed generalized tonic-clonic seizures in response to
acoustic stimuli, have the opposite effect — a downregulation of Egr?
after sound stimulation [63]. In humans, it has been reported as a com-
mon pattern of persistent gene activation in neocortical epileptic foci,
including the Egrl and the Egr? [64] but not the Fgr3. As far as we
kenow, up to the present, there is no information in the literature regard-
ing the upregulation of these genes and the increment of the corre-
sponding proteins in the IC after the audiogenic seizures in animal
maodels,

Sustained 1BG expression might represent either a stress response
by which the neurons are trying to protect themselves or an early indi-
cator that these cells are initiating a pathway leading to programmed

cell death. In our case, the overexpression of Egr3 following stimula-
tion in both the WAR and GASH:Sal models could be explained by the
essential role of Egr3 in regulating gene expression to promote
fusimotor innervation homeostasis [65], which changes with increased
motor activity, as observed for ictal events. Along these lines, it has re-
cently been reported that Egr3 is a target of critical cocaine-mediated
signaling pathways, which are responsible for the induction of locomo-
tor activity [66].

The early growth response 3 gene has also been associated with
changes in GABRa4 expression after status epilepticus [67]. This gene
encodes a subunit of the GABAA receptor, an ion channel that mediates
the majority of inhibition in the central nervous system. Seizure induced
transcriptional upregulation of the od subunit gene (GABRad) of this re-
ceptor [68] may play an important role in the etiology of temporal lobe
epilepsy [67]. In our study, we have found this correlation only in the IC
of WAR, which displayed upregulation of the GABRe4 gene after the ictal
event but not in that of GASH:5al, Perhaps, in the latter model of epilep-
sy, excitotoxic mechanisms were unrelated to modifications of the ex-
pression of the od subunit of the GABA receptor but rather were
related to modifications in the expression of other subunits {32) of
this receptor, resulting in its dysfunction [62].

Another feature attributable to Egr genes, specifically Egr3, is that
they play an essential role in the conversion of mitogenic signals by
epidermal growth factor into a proliferative response to regulate
sympathetic neuronal dendrite morphology and terminal axon
branching; these processes are essential for normal sympathetic
nervous system development |[70). Together with EgrZ. Egr3
performs critical functions in the myelination of the peripheral nervous
system (Fig. 7) [71].

These transcription factors (Egr2 and Egr3) are also invaolved in
the control of inflammation [67] and in the proliferation of B and T lym-
phocytes [38.72,73]. Interestingly, we found immunoreactivity for the
Egr3 protein in Burkitt-type non-Hodgkin neoplastic lymphoma cells,
which were previously observed in the GASH:Sal and in human
Burkitt-type B lymphoma [39], Early growth response 3 is also highly
overexpressed in other types of cancer, such as prostate cancer [74] or
breast cancer | 75]. This relationship between Egr? and cancer has not
been found for other Egr genes, for which the opposite relationship
was described. For instance, numerous studies have detailed the

Fig- 7. chematic relationship between the three Egr genes that were upregulated in the inferior colliculus after audiogenic stimulation in the WAR and GASH: 5al audiogenic seizure
midels. This figure summarizes the relationship between Egr genes associated with processes of cell growth, apoptosis, LTD, corticosteroid signaling, myelination, and transcriptional
regulatory genes. These interconnection s indicate that Egr proteins act as nuclear effectors of different signals,
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tumor suppressor functions of Egrl and, consequently, its downregula-
tion in breast, lung, and glial cancers [76-78). In the near future, we plan
to perform further research to determine whether Egr3 can serve as a
predictive marker of lymphoma and other cancer types,

5. Conclusions

Ictal events in strains susceptible to audiogenic seizures, specifically
WAR and GASH;5al, cause gene deregulation in the IC

The technical limitations of the microarray analyses require the
validation of the microarray data with real-time RT-PCR. The WAR and
GASH:Sal exhibited overexpression of the early growth response
genes Egri, Egr2, and Egr3, presumably as an effect of the stress associ-
ated with seizures. The overexpression of these genes was higher in
the WAR model than in the GASH:5al model. These genes are transcrip-
tion factors, and their activation precedes further transcriptional re-
sponses related to myelination processes, cell growth, apoprosis, LTD,
and activation of transcriptional regulatory genes. Fig. 7 and Supple-
mental File 2 summarize the relationship between the Egr genes that
were upregulated after an ictal event in the two models of audicgenic
epilepsy studied, as well as their interconnection with other genes and
cellular processes.

The present study showed for the first time upregulation of the early
growth response genes Egri, Egr2, and Egr3 in the inferior colliculus (an
epileptogenic focus) of the WAR and GASH:5al strains.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx
doi.org/10.1016/j.yebeh.2015.1 2020,

Acknowledgments

This study was supported by the Spanish JCyL (#SA023A12-2),
University of Salamanca Research Support Grant 2015 (#P1) (to Dr.
Dolores E. Lopez), USP/UISAL Program for the Promotion of the Bilateral
Cooperation in the Field of Research (#2011.1.23386.1.3), USP/USAL
{2011.1.23386.81.3), and FAPESP {07/50261-4) {to Norberto Garcia-
Cairasco). Morberto Garcia-Cairasco holds a CNPq research fellowship.

Conflict of interest

The authors declare no conflict of interest.

References

[1] Garcia-Cairasco N, Puzzling challenges in combe mporary neuroscience: insights fram
complexity and emergence inepileptogenic cronits, Epilepsy Behay 2009; 14{Suppl.
1):54-53,

[2] Garcia-Cairasce N. Learning absut brain physiology and complexity from the study
of the epilepsies. Braz | Med Biol Res 2000;42:76-86_

[3] Tejada ], Costa KM, Bertti P, Garcia-Cairasco N, The epilepsies: complex challenges
needing complex solutions. Epilepsy Behay 201 3,26:2] 2-18,

[4] Fisher L. Chaban G, Hertz E Abnormal metabolic response to excess potassium in as-
trocytes from the [impy mowse, a convulsing neurological mutant. Brain Res 1580;
181:482-7.

[5] Fisher RS. Animal models of the epilepsics. Brain Res Rev 1960;14:245-78.

[B] Case B, Soltesz 1 Computational medeling of epilepsy, Epilepsia 2011:52:12-5,

[7] Engel . Concepts of epilepsy. Epilepsia 1995 36(Suppl 1}:523-9,

[8] Kandratavicius L, Balista PA. Lopes-Aguiar C. Ruggiero RN, Umeoka EH, Garcia-
Cairaseo M, et al, Animal models of epilepsy: use and limitations, Neuropsychiatr
Dis Treat 2014;10:1693-705,

[9] Sevikawa T, Mashirme T, Kuramots T, Vaigt B, Ohno ¥, Sasa ML Advances on genetic
rat madels of epilepsy, Exp Anim 3015:64(1):1-17,

[10] Garcia-Cairasco M, Wakamatsu H. Oliveira JAC. Gomes ELT, Del Bel EA, Mello LEAM.
Mesirsethslagical and morphological (Neo-Temin staning) correlates of limbie re-
cruitment during the development of audiogenic kindling in sefzure snsceptible
Wistar rats. Epilepsy Res 1996;26:177-92.

[11] Dosetto MC, Fenseca CG, Labo BB, Terra W, Oliveira ]A, Garcia-Cairaseo M, Quantita-
tive study of the response to genetic selection of the Wistar audiogenic rat strain
[WAR). Behay Genet 2003;33(11:33-42,

[12] Carballosa-Gonzalez MM. Mufioz L], Sanche C, Lopez-Alburquerque T, Pardal-
Femndndez M), Mava E, et al, BEC characterization of audiogenic sefzures in the ham-
ster strain GASHESal, Epilepsy Res 201 3;106:318-25,

[13] Mufioz L), Carballosa-Gawtam MM, Yanowsky K, Garcia-Atarés N, Lipez DE. The
GASH:Sal. Where do we stand and where we're going, Epilepsy Behav 2016 [in
press]

[14] Willote JF, Lu SM. Midbrain pathways of audiogenic seizures in DBA,2 mice. Exp
Newrol 1980:7002 ) 25859,

[15] Ross KC. Coleman | Developmental and genetic audiogenic seizure modils; bethan-
ior and biclogical substrates. Neurosd Biobehay Rew 2000,24{6).538-53,

[16] Faingold CL. Emergent properties of ONS neuronal networks as targets for pharma-
cology: application to anticonvolsant drug action. Prog Neurobiol 2004:72(1):
55-85.

[17] Garda-Cairasco M, Terra ¥C, Doretto MC, Midbrain substrates of andiogenic seizures
in rats. Behav Brain Res 1993:58{1-2):57-67.

[18] Garcia-Cairasco ML Sabbatind M. Possible i nteraction between the inferior colliculus
and the substantia nigra in audiogenic seizures in Wistar rats, Physiol Behaw 1991;
S0(2):421-7.

[13] Kesner RE. Subcortical medhanisms of sudiogenic seizures, Exp Meurol 1966;15(2):
192-205.

[ 0] Wada [A, Terao A White B. Jung E. Inferior colliculus lesion and audiogenic seizare
susceptibility, Bxp Newrol 1970:28(2):326-32

[21] Ross KC Coleman JR. Audicgenic seizures in the developmentally primed Long—
Evans rat, Dev Peychobiol 1958 34{4):303-13,

[22] Barrera-Bailén B, Oliveira JAC, Lopez DE, Mufioz L), Garcia-Cairasco N, Sancho C
Pharmacological and newroethological study of three antiepileptic drugs in the ge-
netic audiogenic setzure hamster (GASH:Sal). Epilepsy Behay 201328 3):413-25.

23] Fuentes-Santamarfa V, Cantos R, Aharado |C, Garcia-Atarés M, Lipez DE Morpholog-
ical and neurgchemical abnormalities in the auditory brainstem of the genetically
epilepsy-prone harmster (GPGVall), Epilepsia 2005;46(7):1027-46,

[24] Gémez-Mieto R, Rubio ME. Lipez DE. Cholinergic input from the ventral nucleus of
the trapezoid body to cochlear nuclews of the trapezoid to cochlear oot newrons
in rats_ | Comp Meural 2008;506:452-68,

[25] Irizammy RA. Hobbs B, Collin F, Beazer-Barclay YO, Antonellis K], ScherfU, et al. Explo-
ration, normalization. and summaries of high density oligonuclestide array probe
level data, Blostatistics 2000:4(2):249-64,

[26] Li C, Wong WH. Model-based analysis of oligonudectide arrays: expression index
computation and cutlier detection. Proc Natl Acad 5 U'S A 2001;98(1):31-6

[27] Bolstad BM. Inzarry RA, Astrand M, Speed TP, A comparison of normalization
miethods for high density oligonudeotide armay data based on variance and bias, Bio-
informatics 2003;19(2}:185-9%

[28] Irnzarry RA, Bolstad BM, Collin F, Cope LM, Hobbs B, Speed TP. Summaries of
Affymetrix GeneChip probe level data Mudeic Acds Res 2003:31{4):e15.

|2%] Barash ', Dehan E. Krpsky M. Franklin W, Geraci M, Friedman M, et al. Comparative
analysis of alzorithms for signal quantitation from oligonodestide microarrays. Bio-
infarmatics 200:4; 306 ):839-45,

[30] Tusher W&, Tibshirani B, Cho G Significance analysis of microamrays applied to the
ionizing radiation response. Proc Matl Acad 5c U 5 A 2001;98{9):5116-21.

[31] Benjamini ¥, Drai 0, Elmer G, Kafkafi M, Golani 1, Contralling the false dscovery rate
in behavior genetics research. Behav Brain Res 3001;125(1-2):279-84

[32] Storey [0, Tibghirani B, Statistical significance for genome wide studies, Proc Natl
Acad Sci U S A 20031000 16):9440-5,

|33] Edgar R, Domrachev M, Lash AE. Gene Expression Omnibus: NCEI gene expression
and hybridization aray data repository, Nudleic Acids Res 2002,30,207-10,

|34] Huang da W, Sherman BT, Lempicki RA, Systemnatic and integrative analysis of large
gene lists using DAVID bivinformatics resources. Mat Protoc 2006;4( 1):44-57.

[35] Andersen CL, Jensen L, Omtoft TF, Normalization of real-time quantitative reverse
transcription-PCR data: a model-based variance estimation approach to identify
genes suited for normalization, applied to bladder and colon cancer data sets, Cancer
Roes 004,64(15):5245-50,

|36] Schmittgen TD. Livak EJ. Analyzing real-time PCR data by the comparative
C(T) methad, Mat Protoc 2008,3(6):1101 -8,

[37] Burns b], Mixon G Foy CA, Harris N, Standardisation of data from real-time quanti-
tative PCR. methods — evaluation of outliers and comparison of calibration curves.
BMC Biotechnol 2005;5:31.

[38] Li 5 Miao T, Sebastian M, Bhullar P, Ghaffari E, Liu M, et al. The transcription factors
EgrZ and Egrd are essential for the control of inflammation and antigen-induced
profiferation of B and T cefls. Immunity 200237 4)-685-06.

[39] Mufioz L], Ludefia D, Gedvilaite A, Zvirbliens A, [andrig B Voronkova T. et al Lym-
phama outbreak in the hamster GASH:Sal straine Arch Virol 2001 3;150:2255-65,

[40] Morey J5, Byan JC, Van Daolah FM, Microarray validation: Gctors infloencing correla-
tion between oligonucleotide microarrays and real-time PCEL Biol Proced Online
20068, 175-93,

[41] Honkankemi |, Sharp FE. Prolonged expression of zine finger immediate-eary gene
mRMAs and decreased protein synthesis following kainic acid induced seizures. |
Meurosci 1995, 11(11:10-7,

|42] Fabwe PH, Hautier L, Dimitar Dimitroy D, Douzery EJP. A glimpse on the pattern of ro-
dent diversification: a phylogenstic approach, BMC Evol Biol 2012;12-84,

[43] Lewis NE, Lim X, Li ¥, Magarajan H, Yergandan G, O‘Brien E, et al. Genomic landscapes
of Chinese hamster ovary cell lines as revealed by the Cricetulus griveus draft me-
name, Mat Biatechnol 2013:31(8):759-65,

|44] Tchitchek M, Safronetz D, Rasmossen AL Martens C, Virtaneva K, Porcella SF, et al
Sequendng. annotation and analysis of the Syrian hamster { Mesocricetus ourates}
transcriptome. FLoS One 2004911211261 7,

[45] Beckmann MA, Wilce PA. Egr transcription factors in the nervons system.
MNeurochem Int 1997,31:477-510.

[48] Patwardhan 5, Gashler A, Siegel MG, Chang LC, Joseph L], Shews TB, et al. EGR3, 4
nevvel member of the Egr family of genes encoding immediate-early transoription
factors, Oncogene 1991,6:917-28,

Please cite this article as: Lopez-Lapez D, et al, Overexpression of the immediate-early genes Egrl, Egr2, and Ezr3 in two strains of rodents
susceptible to audiogenic seizures, Epilepsy Behav { 2015), hitp: /fdx.doiorg/10.1016/].yebeh 201512020




12 D, Lipez-Ldper er al, | Epilepsy & Belurvior s (2005) g

|47] Crosby 50, Poetz [ Simburger K5, Fahmer T), Milbrandt |. The early response gene
MNGFI-C encodes a winc finger transcriptional activator and is a member of the
GEGGGGE0G (GSG) element-binding protein family. Mol Cell Biol 1991;11:
IEI5-41.

[48] O'Donovan K], Tourtellotte WG, Millbrandt ], Baraban [M. The EGR Eamily of
transcription-regulatory factors: progress at the interface of molecular and systems
neurostience, Trends Neurosa 1999;22:167-73,

[49] Senba E Ueyama T. Stress-induced expression of immediate early genes in the beain
and peripheral organs of the rat. Mearosd Res 1997;29(3):183-307.

[50] Ronkina M, Menon MB, Schwermann |, Arthur |5C, Legault H, Telliez |-B, et al, Stress
Imcduced gene expression: a direct role for MAPKAP kinases in transcriptional activa-
tion of immediate early genes. Mucleic Acids Res 2011;39( 75250318,

[51] Shieh JTC, Huang ¥, Gilmare ], Srivastava D, Elevated miR-499 levels blunt the cardi-
ac stress response, Plos One 2001;6(5):219481,

[52] Honkaniemi ], Zhang |5, Lomgo FA, Sharp FR. Stress induces zinc finger immediate
earfy genes in the rat adrenal gland. Brain Res 2000;877(2):203-8,

[53] Honkaniemi ], States BA, Weinstein PR, Espinoza |, Sharp FR. Global ischemia indwoes
immiediate early genes encoding zing finger transcription factors, | Cersb Blood Flow
Metab 1997,17:636-46.

|54] Abraham WC, Dragunow b, Tate W, The robe of immediate early genes in the sta-
biilization of lomg-term potentistion. Mol Neurobiol 1991:5:297-314

|55] Warley PF, Bhat BV, Barahan |M, Enckson €4, McMNaughion BL, Bames CA. Thresh-
olds for synaptic activation of transcription factors in hippocampus: correlation
with long-tem enhancement. | Neurosci 1993,13:4776-86.,

[56] Gallitano-dendel &, zumi ¥, Tokuda K, Zorumski CF, Howell MP, Muglia L], et al, The
immediate early gene early growth response gene 3 mediates adaptation to stress
and novelty, Neuroscience 2007;148:633-43,

[57] LiL, Carter ), Gao ¥, Whitehead |. Tourtellotte WG, The neuroplasticity-associated arc
gene is a direct transcriptional target of eardy growth responss {Egr) transcription
factors, Mol Cell Biod 2005;25{23 ) 10286-300.

58] Poirier B, Cheval H, Mailhes C, Garel 5, Chamay P, Davis 5, et al. Distinct functions of
Egr gene family members in cognitive processes, Fromt Meunoscl 2008;2(1):47-55.

[59] Lindecke A, Korte M, Zagrebelsky b, Horejschi ¥, Elvers M, Widera D, et al. Long-
term depression activates transcription of immediate early transcription factor
genes: imvolvement of serum response factor. Eur | Neurcscl 2006;24:555-63.

[60] Beckmann AN, Matsumoto 1, Wilce PA. AP-1 and Egr DNA-binding activities are in-
creased imorat brain during ethanol withdrawal | Newrochem 1997,68(1):306-14.

[51] Honkaniemi ], Sharp FR. Prolonged expression of zinc finger immediate-early gene
mRMAs and decreased protein synthesis following kainic acid induced seizuwres.
Eur | Meorosi 1999 11(1}:10-7.

[62] Roberts DF, Hu Y, Lund [V, Brooks-Kayal AR, Rossek 5 Brain-derived neurotrophic
Eactor {BONF)-induced synthesis of eary growth response factor 3 (Egr3) controks
the levels of type A GABA receptor « 4 subunits in hippocampal neurons, | Bial
Chem 2006;281{40):20431-5.

[63] Fumute M. Mashimo T, Masui A, shida 5, Mizuguchi ¥, Minamimoto 5, et al, Evalua-
tion of seizure fod and genes in the Lgil{L385K/+ ) mutant rat. Meurosci Res 2014,
B0:608-75.

[G64] Rakhade SN, Yao B, Ahmed 5, Asano E, Beaumont TL. Shah AK, et al A common pat-
tem of persistent gene activation in human neocortical epileptic foci Ann Neurol
2005;58: 73647,

[65] Fernandes Ob, Tourtellotte WG, Egri-dependent muscle spindle stretch receptor
intrafusal muscle fiber differentiation and fesimotor innervation homeostasis, |
MNeuroscl 2015;35(14):5506-T8.

[66] Chandra R, Francis TC, Konkalmatt P, Amgalan A, Gancarz AM, Dietz DM, et al, Op-
posing role for Egrd in nucleus accumbens cell subtypes in cocaine action. | Neurosc
2015350200 7927-37.

[67] Grabenstatter HL, Russek 51 Brooks-Kayal AR, Molecular pathiways controlling inhil-
ity recepitor expression, Epilepsia 2012:53{ Suppl. 9):71-8,

[68] Roberts DS, Raol YH, Bandyopadhyay S, Lund [V, Budreck EC, Passini M), et al. Egr3
stinvdation of GABRAY promoter activity as a mechanisi for seizure-induced up-
regulation of GABAA receptor ad subunit expression. Proc Natl Acad Sci U 5 A
200510233 ):11894-9,

[68] Prica-Martin AL Aroca-Aguilar JD, Shnchez-Sdnchez F. Mufioz LL Lopez DE,
Escribana |L et al. Molecular and neurochemical substrates of the andiogenic seizure
strains: the GASH:5al model. Epilepsy Behav 2015, http:/fdocdoi.ang/ 1001016/
yebeh 2015 05,025,

[70] Quach DH, Olivera-Femandes M, Gruner KA, Tourtellotte WG A sympathetic neu-
Tom Autonamous rode for Egr3-mediated gene regulation in dendrite morphogenesis
and target tissue innervation. | Meorosci 2013;33(10):4570-83,

[71] Tourtellotte WG, Milbrandt | Sensory ataxia and muscle spindle agenesis in mice
lacking the transcription Bctor Egr3. Nat Genet 1998, 20:87-91,

[72] Sumitomo 5, Fujio K, Okamura T, Yamamoto K Egr2 and Egr3 are the unigue regu-
lators For systernic autoimmunity, JAKSTAT 2013;2( 2), €23952,

[73] Lazarevic v, Zullo AJ Schweitzer BN, Staton TL. Gallo EM, Crabtres GE. et al, The
gene encoding early growth response 2, a target of the transcription factor MFAT,
is required for the development and maturation of natural killer T cells, Nat
Imimrmed 2009;10:306-13,

[74] Pio R, Jia Z, Baron VT, Mercola O Early growth response 3 (Egrd) is highly over-
expressed in non-relapsing prostate cancer but not in relapsing prostate cancer,
PLOS Ome 2013:8{1):e54006.

[75] Inowe &, Omoto ¥, Yamaguchi ¥, Kiyvama R, Hayashi SL Transcription factor EGR3 is
imvelved in the estrogen-signaling pathway in breast cancer cells, | Mol Endocringl
2004;32:649-61.

[76] Levin' WL Casey G, Ramas JC. Arboleda M, Reissmann PT, Skamon D), Tumor suppres-
sor and immediate early transcription factor genes in non-small cell lung cancer,
Chiest 199:4;106: 372565,

[77] Huang RP. Liu C, Fan ¥, Mercola D, Adamson ED, Egr-1 negatively regulates human
tumor cell growth wia the DNA-binding domain Cancer Res 1995,55:5054-62

[78] Calogero A, Arcella A, De Gregorio G, Porcelling A, Mercola D) Lin C, et al. The early
growth response gene EGR-1 behaves as a suppressor gene that is doven-regulated
independent of ARF/Sdm2 but not p53 alterations in fresh human gliomas, Clin
Cancer Res 2001;7:2788-96.

Anexo 6. Overexpression of the immediate-early genes Fgrl, FEgr2, and FEgr3 in two strains
of rodents susceptible to audiogenic seizures.
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