E INSTITUTO DE S Frte @

VNiVERSiDAD

NEUROCIENCIAS Fo®
0} ; Instituto de Investi %o0e® ©
P ST\LT\Mf\NCT\ o 0 A ~ CASTILLAY LEON B/f)mlegc:de gzlagm:r?ca e ®®
CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL 1218 ~2018

MASTER UNIVERSITARIO EN NEUROCIENCIAS
RD 1393/2007

Expresion diferencial del GASH/Sal tras estimulacion sonora
- TRABAJO DE FIN DE MASTER -

Autora:
D.2 Sandra Marcela Diaz Rodriguez
Graduada en Biologia

Tutores:
Dr. D. Maria Dolores Lépez Garcia
Dr. D. M. Javier Herrero Turrién

Salamanca, julio de 2018



Solicitud de Evaluacion del Trabajo Fin de Master

Curso Académico 2017/18

Dfia. Sandra Marcela Diaz Rodriguez con NIE n° Y4944037V, domicilio en
Calle Fray Junipero Serra 12 (Salamanca), teléfono 643151886, correo
electronico sandradiazrodriguez88@usal.es, alumna del Master Universitario
en Neurociencias de la Universidad de Salamanca,

ExPONE: Que ha finalizado el Trabajo Fin de Master titulado “Expresion diferencial
del GASH/Sal tras estimulacion sonora” siendo tutores del mismo la Dra. M?
Dolores Estilita Lépez Garcia y el Dr. Manuel Javier Herrero Turridn

SoLiCITA: ser admitido para su evaluacion en la convocatoria del 18 de julio de
2018.

En Salamanca, a 10 de julio de 2018.

Fdo.: Sandra Marcela Diaz Rodriguez V.° B.° tutor: M? Dolores E. Lopez; M. Javier Herrero Turrion

Sr. Presidente de la Comision de Docencia del Master Universitario en
Neurociencias

Instituto de Neurociencias de Castillay Ledn

Universidad de Salamanca



RESUMEN

Introduccion. La linea de hamster dorado o sirio (Mesocricetus Auratus) GASH/Sal es un modelo de
epilepsia audidogena de origen genético cuyo foco epileptégeno es el coliculo inferior (ClI).
Objetivos. Analizar el transcriptoma del ClI para obtener un perfil de expresiéon de los genes
relevantes en la linea GASH/Sal que podria usarse para buscar un vinculo comun con la epilepsia
humana. Metodologia. Utilizando la técnica de ARN-Seq en la plataforma lllumina 75bp Single-End,
se han obtenido dos tipos de transcriptomas de los Cls de hamsteres controles y de la linea
GASH/Sal, ambos sometidos a estimulacién auditiva, alinedndolos con dos genomas de referencia
distintos, el del hamster chino (Cricetulus griseus) y el del propio hamster sirio. Posterior andlisis
comparativo de los dos transcriptomas con ambos genomas de referencia, nos permitié obtener un
conjunto de genes diferencialmente expresados y, seguidamente, en base a los criterios de la
diferencia del nivel de expresidon (Fold Change, |FC| >1.5), p valor (p < 0.05) y False Discovery
Rate (FDR), seleccionar un pequefio grupo de genes que fueron validados por PCR cuantitativa
(gPCR). Resultados. Se determinaron 41 y 33 genes diferencialmente expresados empleando como
referencia el genoma del hamster sirio y el del hamster chino, respectivamente, siendo el del
primero de ellos, el que presenté un mejor alineamiento por base, cobertura, porcentaje de
homologia y mayor sensibilidad en la detecciéon de los transcriptos. La comparativa entre ambos
grupos de genes mostré que eran coincidentes 12 genes y 9 de ellos (Atp2a3, C6, Egrl, Egr2, Egr3,
Fos, Rxfp2, Slc28aly Ttr)se emplearon en la validaciéon de las variaciones de expresion génica
detectadas mediante la técnica de gPCR. Conclusiones. Los resultados muestran genes
diferencialmente expresados en el Cl de la linea de hamster sirio GASH/Sal que pueden servir como
punto de partida para buscar los mecanismos epileptogénicos en este modelo animal y posibles
correlaciones con la epilepsia humana.

Palabras clave: ARNseq, Epilepsia, expresion génica, GASH/Sal y gPCR.

ABSTRACT

Introduction. The golden or Syrian hamster line (Mesocricetus auratus) GASH / Sal is a model of
genetically derived audiogenic epilepsy whose epileptogenic focus is the inferior colliculus (IC).
Objetives. Analyze the IC transcriptome to obtain an expression profile of the relevant genes in the
GASH / Sal line that could be used to look for a common link with human epilepsy. Methodology.
Using the RNA-Seq technique on the lllumina 75bp Single-End platform, two types of transcriptomes
were obtained from the control hamster ICs and those from the GASH / Sal line, both subjected to
auditory stimulation, aligning them with two different reference genomes., that of the Chinese
hamster (Cricetulus griseus) and that of the Syrian hamster itself. Subsequent comparative analysis of
the two types of transcriptomes, with both reference genomes, allowed us to obtain a set of
differentially expressed genes and, subsequently, based on the criteria of the difference in
expression level (Fold Change, | FC |> 1.5 ), p value (p <0.05) and False Discovery Rate (FDR), select a
small group of genes that were validated by quantitative PCR (qPCR). Results. We determined 41 and
33 differentially expressed genes using the Syrian hamster genome and the Chinese hamster
genome, respectively, being the first of them, which presented a better alignment by base, coverage,
percentage of homology and greater sensitivity in the detection of transcripts. The comparison
between both groups of genes showed that 12 genes were coincident and 9 of them (Atp2a3, C6,
Egrl, Egr2, Egr3, Fos, Rxfp2, Slc28al and Ttr) were used in the validation of the variations of gene
expression detected by the gPCR technique. Conclusion The results show genes differentially
expressed in the IC of the Syrian hamster line GASH / Sal that can serve as a starting point to look for
the epileptogenic mechanisms in this animal model and possible correlations with human epilepsy.

Key words: Epilepsy, GASH / Salt, ARNseq, gPCR, transcript and gene expression



ABREVIATURAS

ADN: cido desoxirribonucleico.

ADNCc: 4cido desoxirribonucleico
complementario.

ARN: acido ribonucleico.

ARNasa: ribonucleasa.

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero.
ARN-Seq: ARN secuencia.

BLAST: herramienta basica de busqueda de
alineamiento local. Del Inglés Basic Local
Alignment Search Tool.

Cl: Coliculo inferior.

CT: Ciclo umbral. Del inglés Del inglés cycle
threshold.

DBA: Ratdn castafio claro no aguti.Del inglés
Dilute Brown Non-Agouti.

DNTPs: Desoxinucledtidos trifosfatos.

DT: Oligonucledtido.

Ensembl: Ensembl Genome Browser.

FC: Valor de cambio; nivel de expresién de un
transcrito en una condicién frente a otra. Del
inglés fold change.

FDR: Descubrir falsa tasa.

GABA: Acido y-aminobutirico.

Gadph: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

GAERS: Ratas Estrasburgo.

GASH/Sal: Genetic audiogenic seizure hamster:
Salamanca.

GEPRs: Ratas genéticamente propensas a la
epilepsia.

GPCR: Receptor de proteina G.

ILAE: Liga Internacional contra la Epilepsia.

MAC: Complejo de ataque de membrana.
NCBI: Centro nacional de biotecnologia
informatico. Del inglés National Center for
Biotechnology Information.

pAdj: Valor de p ajustado.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
RED: Gene edicidn de genomas rata.

RNasa: Ribonucleasa.

RT-qPCR: reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa. Del inglés, reverse
transcription polymerase chain reaction.
SEA: Servicio de experimentacion Animal.
SwlLo: Las ratas Swim Lo-Active.

B-act: Beta actina
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades y modelos animales de epilepsia

La epilepsia es una de las patologias mds comunes del cerebro y afecta, aproximadamente, al uno
por ciento de la poblacidn, con etiologias estructurales, genéticas, infecciosas, metabdlicas, inmunes
y desconocidas (WHO, 2006). La epilepsia de etiologia genética afecta a un tercio de la poblacion
(Ottman, 2005), considerandose que aproximadamente seis sindromes de epilepsia humana pueden
ser causados por herencia monogénica (Berkovic et al., 1997). Mucho de lo que hoy se conoce sobre
la epilepsia se debe a la investigacion con los modelos experimentales (Fisher et al., 2005); éstos
modelos experimentales ensayados presentan epilepsia inducida mediante el uso de drogas
convulsivantes, deprivacion de metabolitos o estimulacion eléctrica (Kandratavicius et al., 2014), y
mas recientemente, también se estan utilizando modelos animales con predisposicidon genética a

padecer este tipo de trastorno (Serikawa et al., 2015).

Los modelos animales de epilepsia con origen genético derivan de lineas endogdmicas o cria
selectiva, entre ellos se incluyen los siguientes modelos: ratas (Rattus norvegicus) Wistar Albino
Glaxo con origen de cria selectiva susceptibles a crisis audidgenas (Doretto et al., 2003), el hamster
GASH/Sal (Genetic audiogenic seizure hamster: Salamanca) con origen endogamico producidas por
un patron de herencia autosdmica recesiva con susceptibilidad audiégena (Mufioz et al., 2016), ratas
Estrasburgo con epilepsia genética de ausencia (GAERS) (Danober et al., 1998), ratas genéticamente
propensas a la epilepsia (GEPRs) criadas selectivamente y con susceptibilidad audiégena vy crisis
tdnico cldnicas (Dailey et al., 1985) y, por ultimo, ratas Swim Lo-Active (SwLo) con convulsiones

corticales generalizadas obtenidas por cria selectiva (Tabb et al., 2007)

1.2 Epilepsia audidgena: nticleos epileptégenos

Los sonidos, al ingresar en el oido interno se convierten en una sefial neural, ésta se transmite a
través de nucleos auditivos de relevo antes de alcanzar a la corteza auditiva, los diferentes nucleos
auditivos presentan una interconexiones con otras dareas cerebrales que transportan sefiales
neuronales desde vias ascendentes, de uno o ambos oidos, que convergen desde los nucleos
auditivos inferiores situados en el tronco del encéfalo hasta el coliculo inferior (Cl) (Morest, 1986;
KaltwaRer et al., 2013). El Cl es un nucleo auditivo que tiene una gran relacién con otros nucleos del
sistema auditivo y la generacidn de ataques epilépticos en modelos de epilepsia audidgena (Kesner,
1966; Wada et al., 1970). Varios estudios experimentales han determinado que las neuronas del Cl
de la rata GEPRs muestran un aumento en las descargas similares a las que se observan en otros
tipos de epilepsias vy, tales descargas son especificas del Cl pero no de la corteza (McCown et al.,

1984). Asimismo, se ha observado que estas neuronas presentan un defecto en la inhibicién mediada
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por acido y-aminobutirico (GABA). Lo que pudiera causar una pérdida significativa de la inhibicién en
el conjunto neuronal del Cl, originando la hiperexcitableilidad en este nucleo auditivo (Meldrum,
1975). Ademas, se ha comprobado que la estimulacién eléctrica o quimica del ClI también
desencadena crisis epilépticas (McCown et al., 1984). En esta linea, estudios electrofisiolégicos con
ratones endogamicos DBA (susceptibles a padecer crisis audidgenas) han mostrado anomalias en la
respuesta neuronal del Cl, en concreto, éstas estan restringidas principalmente a la porcion ventral
su nucleo central (Martin, 2009). También, la microinyeccion de farmacos GABAmiméticos o lesiones
del ClI, asi como las lesiones del nucleo del septo interno, reducen la susceptibilidad a las
convulsiones audiogénicas en ratas GEPRs (McCown et al.,, 1984). Asimismo, otros autores han
inyectado aminoacidos, como glicina y taurina, en el Cl, que actian como neurotransmisores
inhibitorios, observandose una inhibicion de las crisis (Huxtable et al., 1978). En todos los modelos
animales de epilepsia audiégena, el desencadenamiento de las crisis epilépticas se debe a que, a
través de las interconexiones del Cl con el coliculo superior, se genera una activacion de nucleos
motores y la sustancia gris periacueductal, que provoca el desencadenamiento de las fases tdnico
clénicas a través de la médula espinal (Faingold et al., 1994). La International League Against Epilepsy
(ILAE) define las crisis epilépticas como un suceso patofisioldgico y sustrato anatdémico Unico (Fisher
et al., 2005). Asimismo, nuestro grupo de investigacidn esta trabajando en la busqueda del sustrato
molecular relacionado con la etiologia epiléptica del Cl (Lépez et al., 2017), lo cual podria contribuir a
desarrollar nuevas estrategias mas eficaces para bloquear las crisis epilépticas y la consolidacién de
la linea GASH/Sal como un nuevo modelo de epilepsia que contribuya al avance en el estudio de esta

enfermedad.

1.3 El hamster sirio GASH/Sal como modelo experimental de epilepsia

El hdmster sirio GASH/Sal es una linea desarrollada en Salamanca, derivada de una linea de la
Universidad de Valladolid. Presenta una epilepsia audiégena de origen genético, con un patrén de
herencia autosémica recesiva (Mufioz et al., 2016) y caracteristicas similares a la epilepsia tipo Gran
Mal que aparece en humanos). Las convulsiones en este hamster se originan por la estimulacion
auditiva con un sonido de alta intensidad. La susceptibilidad a padecer este tipo crisis patoldgica
alcanza su grado maximo entre el segundo y cuarto mes de vida, para posteriormente desaparecer
gradualmente (Mufioz et al., 2016). En este modelo se han caracterizado las crisis convulsivas como
verdaderas crisis epilépticas (Carballosa, 2013), el patrén de su transmisién (Mufioz et al., 2016), las
bases neuroquimicas y neuroanatdmicas (Sanchez et al.,, 2016) y se ha evaluado su respuesta a
farmacos antiepilépticos, (Barrera et al., 2016) lo que le acredita como un buen como un modelo de

epilepsia audidgena.



1.4 Técnicas de analisis expresion génica

1.4.1 Analisis transcriptoma

Un transcriptoma representa un porcentaje muy pequefio del genoma que se transcribe en
moléculas de ARN (Adams, 2008) y esta compuesto tanto de secuencias de ARN no codificantes
como codificantes (Hiroi et al., 1998). Algunas de las técnicas contemporaneas de andlisis de
transcriptoma son los microarrays y ARN-Seq, que fueron desarrolladas a mediados de los afios 1990
y 2000 (Wang et al., 2009). En los microarrays, se analizan los niveles de expresién génica de la
totalidad de genes de una determinada especie a través de la hibridacion de los ARNm
(retrotranscritos a ADNc) a una matriz de sondas (Schena et al., 1995). Por su parte, las técnicas de
ARN-Seq se basan en la retrotranscripcion de ARNm a moléculas de ADNc, fragmentadas
posteriormente en cadenas cortas y secuenciadas en plataformas como lllumina (lllumina, San Diego,
California, EE. UU.), SOLID (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), lon Torrent (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y PacBio (Pacbio, Menlo Park, CA, EE. UU.) (Wang et al.,
2009). Finalmente, utilizando como referencia la secuencia conocida de un genoma de la misma
especie o similar, mediante el andlisis bioinformatico, se reconstruye la secuencia completa de cada
ARNm transcrito (Quail et al., 2012). El ARNseq se utiliza para identificar genes que se expresan en
un determinado tejido o érea tisular y en determinado momento (estadio, edad, etc.) (McGettigan,
2015). Esta técnica presenta una alta sensibilidad y precision dependiendo del nimero de lecturas
obtenidas de cada muestra. Las lecturas garantizan una cobertura dptima del transcriptoma, lo que
permite la deteccidn eficaz de la expresion de un determinado gen en una muestra (Tabla 1). Es
importante resaltar que el genoma de referencia va a modelar y representar la secuencia de ADN del
genoma de las especies de interés, por ello la seleccién de este genoma es clave, ya que permitird

una mejor lectura y cobertura de los genes (Rapaport et al., 2013).

PARAMETRO DESCRIPCION CALCULO

La profundidad de cobertura es el nimero de
Cobertura lecturas que alinean a la secuencia de
referencia diana.

Histograma, cobertura mediay
cobertura por base

Obtener anotacidn de los transcriptos

. o Coberturas
identificados. !

Alineamiento

Reproductibilidad Ensayos con similitudes de resultados. Comparacion entre carreras

Sensibilidad: capacidad de deteccion de la

Sensibilidad, muestra correctamente. , .
- A . ., Calculo de la sensibilidad y la
especificidad, tasa FNy | Especificidad: capacidad de deteccion de las g
. especificidad.
FP muestras incorrectas.

FN: falso negativo FP: falso positivo.

Tabla 1. Descripcion de los pardmetros de evaluacion de un transcriptoma y la forma de su calculo
(Jennings et al., 2017)



http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Nucleic_acid_hybridization
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Molecular_probe

1.4.2 PCR entiempo real

La reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) es una PCR tradicional preparada

para poder cuantificar los fragmentos de ADN amplificados (amplicones). La gPCR consiste

esencialmente en un PCR convencional a la que le afiade una sonda fluorescente que permitira la

cuantificacidn de los productos de PCR generados a lo largo de toda la PCR, ciclo a ciclo, mediante un

analisis en tiempo real. Este sistema, por tanto, requiere de un termociclador al cual se le acopla un

sistema de deteccién de fluorescencia (flourimetro) (Klein, 2002).

1P 1 i ) ,"'. T

72°C 94°C
Elongacion por Separacion de
polimerasa cadenas
Taq
l! Ollllllllll|. l)('l{ LU B L)L LRt L))
ANACNARAAN ARE MR X
il
Unién de los oligos 55°C
LUl ] ] “'I'Il
Ay n
"t av i, [ LTI e e g

.l l.:l ... |'

Figura 1. Esquema de las tres etapas que constituyen
un ciclo de la PCR (Padro, 2010)

Para la gqPCR se utiliza un molde de
ADN, un par de oligonucledtidos
cebadores especificos,
desoxinucleétidos trifosfatos (dNTPs),
un tampdn de reaccién adecuado, y
una ADN polimerasa termoestable. A
dicha mezcla, se le adiciona una
sustancia marcada con un fluordéforo,
para introducir posteriormente en el
termociclador a tiempo real para

poder cuantificar las muestras de

ADN amplificados con la repeticidn de un nimero de ciclos determinado (de 30 a 40 habitualmente),

a su vez constituido cada uno de ellos, por tres mismas etapas en condiciones de temperatura

diferentes sufriendo los siguientes pasos (Figura 1):

e Desnaturalizacion o separacion de las cadenas de ADN a 94-95 2C

e Anillamiento o unién de los oligonucledtidos cebadores especificos del ADN molde a 50-652C

(dependiendo de la composicion del oligonucleétido)

e Elongacién o sintesis de la cadena complementaria al ADN molde por la accién de una ADN

polimerasa a 68-722C.

La gPCR utiliza la fase exponencial como area de deteccidon de las muestras. Asi, el parametro

fundamental de andlisis en una gPCR es el ciclo umbral (threshold cycle, Ct), el cual se define como el

ciclo al cual la fluorescencia es estadisticamente significativa por encima del fondo de ruido
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(background), concretamente, cuando la fluorescencia supera 10 veces mas la del fondo. De este
modo, el Ct determina el ciclo inicial de amplificacién en la fase exponencial y es inversamente

proporcional al n2 de copias inicial del molde. (Klein, 2002; Espy et al., 2006)

1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS
La caracterizacion de la linea de hamster sirio GASH/Sal permitird validarlo como modelo
experimental de epilepsia audiégena. Para ello, se deben conocer exhaustivamente los cambios y
alteraciones génicas que pueden ser la causa y la consecuencia del desencadenamiento de las crisis
epilépticas en el nudcleo epileptéogeno. Con este trabajo, se pretende realizar un analisis mas
detallado del transcriptoma de la linea de hamster sirio GASH/Sal, que en un primer trabajo en
nuestro grupo empled como genoma de referencia el hamster chino (Cricetulus griseus) (Lopez et al.,
2017), especie con genoma secuenciado y evolutivamente mds cercana al del hamster dorado, y
establecer si se presentan diferencias y similitudes con una nueva alineacién con el propio genoma
del hamster sirio (Mesocricetus auratus), posteriormente publicado (Tchitchek et al., 2014). Nuestra
hipdtesis es que los genomas de referencias utilizados, hdmsteres chinos y sirios, aportaran
similitudes y diferencias en el transcriptoma del Cl de la linea de hamster sirio GASH/Sal y, por
supuesto, de su control (un grupo de hamsteres sirios sin patologia audiogénica), tanto en
porcentajes de homologia, nimero de transcriptos secuenciados y en el alineamiento entre
secuencias, demostrando cual es el genoma de referencia mas eficiente y sensible posterior
comparativa de la expresion génica diferencial del Cl de la mencionada linea de hamster y su control

bajo el mismo estimulo sonoro.

2. OBIJETIVOS
OBIJETIVO GENERAL:
Obtener los genes diferencialmente expresados en el nlcleo desencadenante de las crisis epilépticas,

el Cl, de la linea de hamster sirio GASH/Sal en comparacién al de su control.

Objetivo 1: Actualizar los resultados del transcriptoma del Cl de la linea de hamster sirio GASH/Sal y
el de su control, empleando como genoma de referencia el del hamster chino (Cricetulus griseus).
Objetivo 2: Obtener el transcriptoma del Cl, nucleo epileptégeno de la linea de hamster sirio
GASH/Sal y el de su control, empleando como genoma de referencia el propio de su especie.
Objetivo 3: Comparar los resultados obtenidos, transcriptomas del Cl de la linea de hamster sirio
GASH/Sal y de la de su control, con dos genomas de referencia distintos, el del hamster chino y el del

propio hamster sirio.
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Objetivo 4: Validar los resultados de variaciones de expresién génica al comparar los dos tipos de

transcriptomas del Cl (control vs. GASH/Sal) por la técnica de qPCR.

3. DISENO EXPERIMENTAL

e En la actualizacion de los transcriptomas del ClI de hamsteres sirios control y GASH/Sal alineado
con el genoma de referencia de Cricetulus griseus, se realizard un ajuste de la significacion
estadistica y la identificacidn de los transcriptos no identificados en 2014 (Objetivo 1)

e Para obtener el transcriptoma del Cl del nicleo epileptégeno de la linea de hamster sirio
GASH/Sal se utilizard el genoma de referencia MesAurl.0 (hamster sirio) (GCA_000349665.1)
(Tchitchek et al., 2014) (Objetivo 2).

e Para establecer las diferencias y semejanzas del transcriptoma GASH/Sal estimulado vs. el control
estimulado empleando los dos genomas de referencias (hamster chino vy sirio), se evaluaran los
ficheros Excel (controlvsgash DE.xlIsx (Mesocricetus) y Differential_expression-IDs (Cricetulus)) y
se seleccionara el valor de expresion diferencial (Fold Change- FC), significacion estadistica (valor
de p) y la cobertura del transcripto para su validacién (Objetivo 3).

e Usando la técnica qPCR, se validaran las expresiones de algunos de los genes diferencialmente

expresados en el Cl al comparar ambos transcriptomas (objetivo 4).

4. MATERIALES Y METODOS
5.1 Animales de Experimentacidn.
En este estudio, se emplearon animales 6 hamsteres sirio controles y 6 hamster sirio GASH/sal de
sexo masculino con tres meses de vida y un peso aproximado de 90 a 120gr, obtenidos en el Servicio
de Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Salamanca, alojados en cajas de policarbonato
en habitaciones con la temperatura y humedad controladas, ciclos de 12 horas de luz y oscuridad.
Todos los animales fueron expuestos a una estimulacion auditiva dentro de un cilindro de acrilico,
con una estimulacidn acustica semialeatoria de 0 a 18 kHz con una intensidad de 115 a 120 dB
(Carballosa et al., 2013). Sesenta minutos después de las convulsiones epilépticas, los hamsteres
fueron anestesiados bajo anestesia inhalatoria con isofluorano al 4%, 1L/min O2 para la sedacidn
(Forane, Abbot Laboratories, Estados Unidos), inhalatoria con isofluorano al 4%, 1L/min O, para la
sedacion (Forane, Abbot Laboratories, Estados Unidos), decapitados y sus cerebros fue extraidos,
embebidos en tubos con TRIzol® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EE.UU.) Trizol® y almacenados hasta
su uso a 709C. Todos los experimentos con animales fueron realizados cumpliendo la normativa

espafiola vigente (RD 53/2013, BOE 34/11370-421, 2013), en la que se establecen las normas basicas
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aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos, y

tras la aprobacidn por parte del Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

5.2 Evaluacion de los transcritos alineados con el genoma de hamster chino (Cricetulus griseus).

Se volvid a analizar la expresion diferencial del Cl del GASH/Sal, obtenida del andlisis informatico de

los transcritos del Cl alineados con el genoma de Cricetulus griseus, teniendo en cuenta la

informacidn actualizada a 2017 del genoma de referencia en Ensembl. En este analisis se tuvieron en
cuenta los siguientes parametros:

e FoldChange (FC): Es el nivel de expresién de un transcrito en una de una determinada condicién
frente a otra. En este trabajo se ha tomado la consideracién de los genes diferencialmente
expresados por encima de 1,5 (sobre-expresado) o por debajo -1,5 (infra-expresado) [|FC| > 1.5].

e pvalor: Esvalor estadistico que se define como la probabilidad correspondiente al estadistico de
ser posible bajo la hipdtesis nula, si cumple con la condicién de ser menor al nivel de significancia
impuesto arbitrariamente, entonces la hipdtesis nula serd, eventualmente, rechazada. Valor de p
< 0,05 se realiza en base al valor de FC.

e Valor de p ajustado (pAdj): Determina una categoria funcional como estadisticamente sobre-
representada mediante False Discovery Rate (FDR).

e Longitud del alineamiento: Obtenido mediante el programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), herramienta que permite la comparacion y busqueda de secuencias.

e Porcentaje Homologia: Porcentaje de homologia entre secuencias

e Identificacion de Transcritos: Buscando referencias de la secuencia en la plataforma web
National Center for Biotechnology Information (NCBI), Gene Editing Rat Resource Renter (RED),

Ensembl Genome Browser (Ensembl) y universalt protein (UniProt).

5.3 Alineacion con las secuencias del genoma del hamster sirio (Mesocricetus auratus)

Los datos de lecturas obtenidas con la técnica de ARN-Seq, obtenidas del Cl de hamsteres GASH/Sal y
controles estimulados sonoramente, fueron utilizados en un nuevo analisis bioinformatico, realizado
por el servicio de bioinformatica de la universidad de Salamanca, utilizando la plataforma Illumina
75bp Single-End, alinedndolo con el genoma de referencia MesAurl.0 (GCA_000349665.1) (Tchitchek
et al., 2014). Para este analisis, se utilizé como valor estadistico un p £ 0,05 y se evalué: la calidad de
las lecturas, la distribucion de los valores de expresion, FC, alineamiento y la identificaciéon de los
transcritos. En cuanto a la comparativa del analisis de los transcritos con los diferentes genomas de

referencia, se utilizaron los mismos parametros indicados en el anterior apartado.
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5.4 PCR cuantitativas

5.4.1 Diseio de oligonucledtidos cebadores
Se seleccionaron un total de 9 genes para validar mediante RT-qPCR las variaciones de expresion

génicas obtenidas al comparar los transcriptomas del Cl. Las secuencias de estos genes fueron

obtenidas del banco de datos Ensembl Genome Browser (https://www.ensembl.org/index.html). Los

oligonucledtidos cebadores fueron disefiados interexdnicos para evitar la expresidn de posibles

restos de DNA gendmico, utilizando el software Primer3v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

y teniendo en cuenta los siguientes pardametros: amplicon de 70 a200 bases, tamano de los

oligonucledtidos de 20 a 25 bases y temperatura de fusién en torno a 60 °C. Asimismo, en la
evaluacion de la validez de los cebadores, se utilizdé la plataforma web NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/), mientras que su especificidad se evalué en la pagina web

PrimerBLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (tabla 2).

CEBADORES
G3hrb8 Foward GACGACAAGAACAACATCAAGG
Reverse ACAGAGGCAAGGAATTTGTCC
Slc28a1 Foward TTAATTGCTGCCTCCGTAATG
Reverse GAACTTGGACTCCTCCACCTC
Rxfp2 Foward AAGCTGTGCCAAAGGTTTCTA
Reverse TTGCTGAAAACTTTGACTGGAA
cé6 Foward CTGTGTCCTTGGAGACTACGG
Reverse GTCACCAGAGGTTCTGTGCAT
Egr4 Foward ACCGCCTCGGCTATATAAGTG
Reverse AGACAGGAAGGGTAACGGGTA
Slc2a5 Foward GCTTCGTCTCAGTGTGGAAGT
Reverse CCCCAAAACTCTACCACGAAT
Pkm Foward CTGTCAGGAGAAACAGCCAAG
Reverse TTCCTCGAATAACTGCAAGTG
Ttr Foward GCCTCGCTGGACTG(G/A)(C/T)ATTT(A/G)
Reverse TCGGACAGCATCCAGGACTT
Fos Foward CAGCTCGCACCAGTGTCTAC
Reverse ACTTCCGGAAAACATCATGG
Gapdh Foward ACATGCCGCCTGGAGAAACCT
Reverse GCCCAGGATGCCCTTTAGTGG
B-actin Foward AGCCATGTACGTAGCCATCC
Reverse ACCCTCATAGATGGGCACAG

Tabla 2. Oligonucledtidos cebadores para Mesocricetus auratus y Cricetulus griseus
empleados en la gPCR.

5.4.2 Extraccion de ARN

Para la extraccién de ARN, se empled una modificacion de método de Chomczynski et al; 1987, Se
utilizé 1 ml de TRIzol® por cada 100 mg de tejido, y se procedidé a la homogeneizacion del mismo.
Tras incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se realizd una extraccién selectiva del ARN por

separacion de fases mediante la adicidn de 200 pl de cloroformo por cada mililitro de TRIzol® (Gibco
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BRL, Gaithersburg, MD, EE.UU.) inicial, centrifugando a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C. El ARN se
precipitd con isopropanol centrifugado a 12.000 g durante 10 minutos a 4 °C. Tras retirar el
precipitado y se lavd con etanol 70%, centrifugando a 7.000 g durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente,
se elimind el sobrenadante y secando a temperatura ambiente. Por ultimo, se resuspender en agua
ultrapura libre de ribonucleasa, incubando a 60 °C durante 10 minutos, para favorecer la disolucion

del precipitado.

5.4.3 Cuantificacion
La concentracién del ARN se determind por espectrofotometria con un equipo NanoDrop (NanoDrop

2000C espectrofotdmetro, Thermo Scientific) (Scientific, 2009)

5.4.4 Obtencién de ADNc

Se utilizé el kit ImProm-II™ Reverse Transcripcion System (Promega, 2001), con una concentracion
final de (10 ng/ul) ARN. Seguidamente, se realizé una mezcla de (1-1,8 pg) de ARN total (depende de
la muestra), 1 ug del oligonucledtido (dT) y se incubd a 70 °C durante 5 minutos. Para la sintesis de
ADNCc, se realizd una incubacién en una mezcla de: tampdén 5 X ImProm-II™ (4 ul), MgCI2 (4,5 pl),
dNTP (desoxinucledtidos tri-fosfato) (1 ul), RNasa (Ribonucleasa) (0.5 ul) y transcriptasa inversa
ImProm-II™ (1 ul). Se incubd a 25C® (5 min), 42 C® (60 min), 70 C® (15 min) y 4C® (60 min 6 oo),

obteniendo un volumen final de ADNc de 15 pl.

5.4.5 Curvade dilucidén
Para determinar la concentracidn dptima de muestra necesaria para el ensayo de PCR, se realizd una
curva de dilucién de ADNc (Livak et al., 2001). Empleando diluciones seriadas de ADNc de: 40, 20, 10,
5,2,5y 1,25 ng de ADNCc.

5.4.6 PCR en tiempo real
El volumen final para cada reaccién de qPCR fue de 15 pl: se utilizaron 7 pl de PCR Master Mix Power

(SYBR-Green Applied Biosystems), 0,8 ul de cada cebador, 6,2 ul de agua libre de nucleasa-
ribonucleasa y 2 ul de ADNc (a una concentracion de 10 ng/ul). La amplificacién de PCR se realizé en
el termociclador (ABI Prism 7000, Applied Biosystems), segun el siguiente perfil térmico: 10 min a 95
°C, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 'C y 1 minuto a 60 °C (Biosystems, 2008). Como control
enddgeno, se analizaron los perfiles de expresién de dos genes, Bactina (B-act) y gliceraldehido 3-

fosfato deshidrogenasa (Gadph) implementados en la normalizacién.
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5.4.7 Andlisis de los datos de las gPCR
Para evaluar los cambios en los niveles de expresion de los genes diferencialmente expresados, se

evaluan los valores logaritmicos de fluorescencia frente al nimero de ciclos, lo que permite valorar la
cantidad de ADNCc inicial. Estos valores, son inversamente proporcionales a la cantidad de ADNc
inicial y se expresan como Ct (del inglés, cycle threshold) o ciclo umbral (Schmittgen et al., 2008). El

»AACT' que

tipo de andlisis de datos empleado para la cuantificacién de las qPCRs fue el método de 2
permite el analisis del cambio relativo en la expresién de genes, a partir de los valores del Ct
obtenidos en las qPCRs. Los resultados de los pardmetros estudiados en las diferentes condiciones
experimentales se compararon entre los diferentes grupos haciendo uso del test t de Student para

variables independientes. Los resultados se consideraron significativos cuando p < 0,0S*y p< 0,001

5. RESULTADOS
5.1 Actualizacién los resultados del transcriptoma del CI del GASH/Sal y el de su control,
empleando como genoma de referencia el del hamster chino
En 2016, nuestro laboratorio reportd 82.034 transcritos en el Cl de la linea de hamster sirio GASH/Sal
estimulado y 83.580 en el hamster control estimulado. Todos estos genes identificados fueron
filtrados con un umbral de |FC| = (¥) 2,0 y p < 0,05, obteniendo un total de 58 genes
diferencialmente expresados (cinco se correspondian con genes desconocidos), 33 de ellos se

encontraban sobre-expresados y 25 infra-expresados (Lépez-Ldpez et al., 2016).

IDENTIFICACION | FOLDCHANGE PVAL PADJ %HOMOLOGY GENE
NW_003615248.1 45,0 4,0296E-06 | 0,00359654 100 G3HBRS8
NW_003614949.1 8,2 2,1419E-11 | 4,8855E-08 99,9 Tubalc
NW_003614964.1 1,9 3,7818E-11 | 7,0575E-08 94,43 LOC100757738
NW_003616187.1 -1,7 1,0062E-07 | 0,0001215 95,14 (Rn28s1 455

ribosomal ARN)
(loc107977290ncARN)
NW_003614084.1 -142,0 1,5156E-18 | 6,2223E-15 100 Rxfp2

Tabla 3. Genes diferencialmente expresados en la comparativa de los transcriptomas del Cl de la
linea de hamster GASH/Sal frente al de su control identificados con la actualizacién del genoma de
referencia del hamster chino, Cricetulus griseus.

Seguidamente, teniendo en cuenta otros dos parametros estadisticos (pAdj < 0.05 y el FDR) que
validaran con mayor seguridad los resultados obtenidos, el numero de genes diferencialmente
expresados se redujo a un total de 33 genes, de los cuales 24 se encontraban sobre-expresados y 9
infra-expresados. Tras la actualizacién genoma de referencia Cricetulus griseus en julio del 2017, se
identificaron los cinco genes desconocidos, que se corresponden con: Rxfp2 (péptido 2 de la familia
de relaxina), G3hbr8 (subunidad de hemoglobina alfa), Tubalc (tubulina, alfa 1C), LOC100757738
(pseudogén de gliceraldehido-3-fosfato Rn28s1 45S ribosomal

deshidrogenasa), ARN,
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loc107977290ncARN, determinandose la totalidad de los genes diferencialmente expresados

tomando como referencia gendmica la del hamster chino (Figura 2 y tabla 3).

5.2 Transcriptoma del Cl de la linea de hamster sirio GASH/Sal y el de su control, empleando

como genoma de referencia el del hamster dorado
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[ ;
—— NW_003615248.1 Los resultados obtenidos del

analisis de los transcriptomas del
Cl de la linea de hamster sirio
GASH/Sal y su control con el
genoma de referencia de su
propia especie fueron éptimos, ya
gue mostraban una alta calidad
de las lecturas y la distribucién de
los valores de expresiéon era
homogénea, por tanto,
entendiamos que los resultados
gue obtuviéramos a posteriori en
los analisis de alineamiento serian
concluyentes. En cuanto a los
resultados del alineamiento, se
presentaron 25.066.143 lecturas
para el control y 27.848.979
lecturas para el de la linea
GASH/Sal y un mapeo por base
del 93 %. Para este analisis, estas
lecturas permitieron amplificar un
total de 16.997 genes para la linea
GASH/Sal y 16.294 para el control.
Al emplear los filtros estadisticos

de umbral (FC, p valor y FDR), se

Figura 2. Descripcién e identificacidn de los genes diferencialmente

expresados en el Cl al comparar los transcriptomas de la linea
GASH/Sal frente a la de su control, usando el genoma de
Cricetulus griseus como referencia. En verde, genes
sobre-expresados y en rojo los infra-expresados
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pudieron observar 41 genes diferencialmente expresados entre ambos grupos de animales, 17 de los

cuales eran genes infra-expresados y 24 genes supra-expresados (Figura 3 y Tabla 4). Estos genes

presentan relacidn con el transporte de iones, algunos receptores de membrana, apertura de

canales, oncogenes, metalopeptidasas, factores de transcripcion y factores de crecimiento. Es

importante destacar que 7 de los genes diferencialmente expresados presentaron secuencias

Egrd
Egr2
Fosb
Slc28al
Ttr
Egr3

ENSMAUG00000013872
Cd163
Kenj13

Junb
Kensl
Fos
Sucnrl
Egrl
Ogn
Wdr38
Npas4
Slc13a4

ENSMAUG00000013227
Tmem88

GaddaSg
Atf3

ENSMAUGO0000001 1099,
ENSMAUGO00000008202

Figura 3. Descripcién e identificacidn de los genes diferencialmente
expresados en el Cl al comparar los transcriptomas de la linea
GASH/Sal frente a la de su control, usando el genoma de Mesocricetus
auratus como referencia. En verde, genes sobre-expresados y en

2810408A11Rik
Mmp3
Clenka
ENSMAUGO00000016095
Trhr
Slcbad
ENSMAUGO00000016501
Renbp
Igfnl
Grin2c
Gm12695
Rab29
Slc2a5
Atp2a3
ENSMAUG00000015779

C6
Rxfp2

rojo los infra-expresados

incompletas, no obstante, se
pudieron obtener homologias
con otros genes conocidos.
Finalmente, en la busqueda de
asociaciones patoldgicas de los
genes diferencialmente
expresados, se pudo
determinar la relacion del gen
Fosb  con la epilepsia
(Yutsudo, 2013) y los genes
Fos y Grin2c con convulsiones
espontaneas (Gautier et al.,,

2015 y Kearney , 2017)

5.3 Comparacion los
transcriptomas obtenidos con
los dos tipos de genomas de
referencia.

Al analizar los resultados los

transcriptomas obtenidos con
los alineamientos con los dos
tipos de genomas de
referencia, Mesocricetus
auratus y Cricetulus griseus, se
observaron diferencias

fundamentalmente

metodoldgicas.
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El promedio de lectura por base con respecto a su diana fue del 53% y del 93% tomando como
referencia el genoma Cricetulus griseus y Mesocricetus auratus respectivamente. Por otro lado, en
relacion a los gen diferencialmente expresados obtenidos al comparar los dos transcriptomas del Cl
(Control vs. GASH/Sal) empleando los dos tipos de genomas de referencia, se observd una mayor
cobertura en la referencia del genoma del hamster sirio. Con respecto al niumero de genes
amplificados presentd una mayor cantidad el andlisis del hamster chino, pero con mayor cobertura
con la referencia del hamster sirio. Adicionalmente, al evaluar los genes diferencialmente
expresados en los dos tipos de andlisis que utilizaron distintos genomas de referencia, se
determinaron 11 genes idénticos (Atp2a3, C6, Egrl, Egr2, Egr3, Fos, Fosb, Junb, Npas4, Rxfp2,
Slc28al1 y Ttr) presentando una reproductibilidad del alineamiento con los dos genomas de

referencias en la deteccién de transcriptos de aproximadamente un 40%.

GENE FOLDCHANGES DECRIPCION
Rxfp2 -5,69 Relaxina/ insulina familia de receptor 2
C6 -3,14 Complemento componente 6
Atp2a3 -2,27 ATPase, Ca++ transporte, ubiquitina
Slc2a5 -2,2 Familia de portadores de soluto 2
Rab29 -1,86 RAB29, miembro RAS familia oncogenes
Gm12695 -1,83 Prediccion de gen 12695
Grin2c -1,8 Glutamato receptor, inotrépico, NMDA2C
Igfnl -1,76 Dominio tipo inmunoglobulina y fibronectina tipo Ill
Renbp -1,76 Proteina de unidn a renina
Slc6a4d -1,7 Transporte de neurotransmisor serotonina
Trhr -1,7 Receptor de la hormona liberadora de tirotropina
Clenka -1,59 Canal de cloruro, Ka sensible a la tension
Mmp3 -1,56 Matriz metalopeptidasa
2810408A11Rik -1,53 RIKEN ADNc 2810408A11 gene
Atf3 1,58 Factor transcripcién 3
Gadd45g 1,64 Detencion de crecimiento y gamma 45 inducible por dafio en ADN
Tmem88 1,65 Proteina transmembrana 88
Slc13a4 1,71 Soluto carrier familia 13
Npas4 1,71 Proteina neuronal de dominio PAS 4
Wdr38 1,73 WD repetido dominio 38
Ogn 1,74 Osteoglicina
Egrl 1,77 Respuesta de crecimiento temprano 1
Sucnrl 1,8 Receptor de succinato 1
Fos 1,81 FBJ osteosarcoma oncogene
Kensl 1,89 Canal bloqueado por voltaje K +, subfamilia S, 1
Junb 1,19 Jun B proto-oncogene
Kcnj13 2,24 Canal de rectificacion interna del potasio, subfamilia J, miembro 13
Cd163 2,34 CD163 antigeno
Egr3 2,63 Respuesta de crecimiento temprano 3
Ttr 3,3 Transtiretina
Fosb 3,34 FBJ osteosarcoma oncogene B
Slc28a1l 3,85 Familia de portadores de soluto 28 (
Egr2 3,9 Respuesta de crecimiento temprano 2
Egrd 3,92 Respuesta de crecimiento temprano 4
TRANSCRIPTOS SIN FOLCHANGES EXONES Y SECUENCIA ORTOLOGO
DESCRIBIR
ENSMAUG00000015779 -2,38 5 completo wnka4 (Proteina quinasa 4 deficiente en
lisina)
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ENSMAUG00000010962 -1,76 30 incompleta DST distonina,
ENSMAUG00000016095 -1,65 1 completa -
ENSMAUG00000008202 1,53 7 incompleta 4930562C15Rik
ENSMAUG00000011099 1,54 6 incompleta -
ENSMAUG00000013227 1,70 8 incompleta -

Tabla 4. Descripcién de los genes diferencialmente expresados en la comparativa de los transcriptomas del Cl
de la linea de hamster GASH/Sal frente al de su control empleando el genoma de Mesocricetus auratus
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Figura 5. NUmero de animales 6, Analisis por RT-gPCR de los genes
Diferencialmente expresados al comparar la linea de hamsteres sirios

5.5 Validacion por RT-qPCR
de los genes

diferencialmente
expresados al comparar la
linea GASH/Sal y su control
la técnica RT-

Mediante

gPCR, hemos validado los

resultados obtenidos de
variaciones de expresion
génica al comparar los

transcriptomas (control vs.
GASH/Sal) empleando los
genomas del hamster chino
y sirio, con la finalidad de
determinar el genoma de
referencia mas éptimo para
ser utilizado en posteriores

estudios.

GASH/Sal y su control al que se aplicé el mismo estimulado sonoro (est.).
Significancia estadistica: p<0,05 (*), p<0,001 (***).
Las barras de error indican la desviacion del estandar (SD)

Para ello, fueron seleccionados 12 genes: G3hbr8 y Pkm (propios de la comparativa empleando como

genoma de referencia el del hamster chino), Sic2a5 y Egr4 (propios de la comparativa empleando

como genoma de referencia el del hamster sirio) y 8 genes diferencialmente expresados en el andlisis

comparativo empleando ambos genomas de referencia (C6, Fos, Rxfp2, Slc28al, Egrl, Egr2, Egr3, y

Ttr). En el caso de los genes Egrl, Egr2 y Egr3, nuestro grupo de investigacién previamente habia
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confirmado por RT-qPCR la sobreexpresion de tales factores de transcripcién observada al comparar
los transcriptomas del Cl de la linea de hamsteres sirios GASH/Sal y su control, ambos tras el mismo
estimulo sonoro. Por tanto, con este estudio se demuestra que estos tres factores de transcripcién
estan verdaderamente implicados en la crisis epileptogenas (Lépez-Lopez et al., 2017). En cuanto al
estudio de la expresién génica de G3hbr8 y Egrd4, éstos no obtuvieron ningln tipo de resultado, ya
gue aun cuando se disefaron distintos tipos de oligonucleétidos cebadores, ninguno de ellos logré
amplificar un amplicén especifico. La verosimilitud de la secuencia gendmica correspondiente a
ambos genes quizas deba verificarse. Por su parte, en el caso de los genes Pkm y Slc2a5, el andlisis de
su expresion génica por RT-gPCR confirmé el resultado obtenido al comparar los transcriptomas
GASH/Sal vs. Control. En concreto, se observd un descenso de su expresidn, significativo
estadisticamente, en la linea de hamster GASH/Sal estimulado en comparacion a la del hamster
control (Figura 5 A,B) Por ultimo, en la validacidn de los genes restantes, comunes en la comparativa
de los transcriptomas empleando los dos genomas de referencia, pudimos confirmar los resultados
obtenidos. Asi, tanto el gen C6 como el Rxfp2 se mostraron infra-expresados significativamente,
mientras que los genes Fos, SIc28al, y Ttr fueron reportados como sobre-expresados

significativamente (Figura 5 C, D, E, F).

6. DISCUSION
Los modelos animales con origen genético son una importante herramienta para determinar los
factores y genéticos que inducen la epilepsia. Conocer dichos factores, nos permitiria relacionarlos

con la epilepsia humana y validar un modelo de epilepsia de tipo genético.

6.1 Discusion metodoldgica

En el presente estudio, se utilizé la técnica de ARNseq con las referencias del genoma de hamster
chino y dorado, para determinar los cambios en la expresion génica en GASH/Sal y hamster control
después de un evento convulsivo; Segin Martin y Wang 2013, el ARNseq con la estrategia de
alineamiento por referencia gendmica, permite una mayor sensibilidad y especificidad en la
construccion del transcriptoma, pero depende de la versiéon del genoma y su actualizacién para
obtener una cobertura que permita una alta resolucién del andlisis, en este estudio se observd un
alineamiento superior con la referencia del genoma de hdmster dorado permitiendo un mayor
confiabilidad con este analisis. Con respecto al cobertura por base era mayor en referencia del
hamster dorado, segiin Wong y colaboradores 2015, una cobertura por base del 98% -100% permite
una deteccidn especifica de cada una de las bases del transcripto, generando un analisis éptimo del
transcriptoma; esto quiero decir que la referencia de hdmster dorado es la mas fiable con respecto a

la cobertura por base.
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Mediante ARNseq, podemos obtener una gran cantidad de informacién de transcripcion, asi como
perfiles de expresiéon de miles de genes, que necesariamente no presenten una deteccion y un
alineamiento optimo; cabe mencionar, que los filtros implementados en el andlisis informativo
aumentara o disminuird la cantidad de genes descritos, con filtros menos estrictos se producira, una
mayor numero de falsos positivos (Zhong et al.,, 2009). Segun los encontrado en este estudio el
hamster dorado presenta menor cantidad de genes expresados, pero con mejores cobertura y

alineamiento.

En la comparacién de los perfiles de expresién génica se observaron 11 genes similares entre los
genomas de referencia, Kanwal y colaboradores 2017, menciona que la reproductibilidad es muy
variante por la cantidad de programas computacionales particulares, técnicas y equipos que existen
en cada laboratorio y por esto la reproducibilidad de los resultados entre institutos es fluctuante,
recomendado para realizar un validacidn de un disefo, rehacer el experimento en el mismo entorno
para obtener el mismos resultado y validar por medio de otras técnicas los resultados con
caracteristicas mas relevantes en el estudio (Vitek et al.,, 2011). por consiguiente, confirmar los
genes expresados con las referencias de los genomas es muy importante para la fiabilidad del

resultado del transcriptoma del hamster dorado GASH/Sal después de un evento de convulsidn.

6.2 Discusion de resultados

Segln Xiao et al., 2014, es de suma importancia el disefio el cebador en la deteccion de la diana
mediante RT-qPCR y la posterior validacidn del transcriptoma. Estos dos resultados deben poseer
correlacién significativa para ser fiables y validar los genes de interés; En este estudio, para validar
los resultados de ARNseq, comparamos el resultado con los datos de RT-gPCR cuyas muestras se
encuentran en la misma condicion del ARNseq, evaluado los genes de expresion diferencial C6, Fos,

Rxfp2, Slc28a1, Ttr, Pkm, Slc2a5, G3hbr8y Egr4.

Con respecto a los genes que se encontraron en las dos referencias, el componente del
complemento C6 es una proteina modular que participa en el ensamblaje del complejo de ataque de
membrana (MAC). La formacion de MAC genera canales transmembrana, que puede destruir células
susceptibles o transmitir sefiales de apoptosis (Miller, 1986). Buckingham et al., 2014, mostraron
que la deficiencia de MAC por inhibicion reduce significativamente el nimero de descargas
epileptiformes y convulsiones, probable la infra-expresidn de C6 encontrada en el Cl del hamster sirio
GASH/Sal posea relacion con la inhibicién del MAC y actué como un modulador después de la

convulsion y por ello se encuentre infra-expresado en este modelo animal. La familia de genes Fos
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son factores de transcripcion reguladores de la proliferacion celular, diferenciacién, transformacion y
muerte celular (Applegate et al.,, 1995). En estudio posteriores, se ha observado por medio de
inmunohistoquimica una sobre-expresién de Fos en varias zonas del cerebro después de un evento
de convulsion tdnico-clénica (Samoriski et al., 1998), similar a lo encontrado en este estudio, pero a
nivel molecular. La Ttr es una proteina que transporta vitamina A y la hormona tiroxina; se produce
en el sistema nervioso central y puede causar afectaciones neuroldgicas que incluyen epilepsia
(Storjord et al., 2015). Esta relacién con la epilepsia ha sido demostrada por Claassen et al., 2017, con
aumento del biomarcadores Ttr a nivel celular en pacientes con convulsiones, similar a los
encontrado en este trabajo pero a nivel molecular (Claassen et al., 2014). El gen Rxfp2 codifica un
miembro de la familia de GPCR (receptor de proteina G), que desempefia diversos papeles dentro del
sistema reproductivo femenino y masculino; también, se ha observado que la deleccién de este gen
genera criptorquidia (Bathgate et al., 2006). En cuanto al gen S/c28a1, codifica un transportador de
nucledsidos que recupera pirimidinas de la orina en el rifién, pero también puede tener un papel en
la activacidon inmunitaria (Mychaleckyj et al., 2017) y se encuentra relacionado con cancer (Cheuk et

al., 2015). No se ha encontrado una relacion con epilepsia o convulsiones y estos dos ultimos genes.

Si analizamos los genes que se encontraba referenciados con uno u otro genoma se pudo determinar
que el gen Pkm (hamster chino) codifica una proteina involucrada en la glucdlisis, presente en tejidos
en los que se deben proporcionar rapidamente grandes cantidades de energia y altas tasas de
sintesis de acidos nucleicos, y se encuentra involucrada en la patogénesis bacteriana (Mazureka et
al., 2005); no se ha encontrado un relacion directa con la epilepsia o las convulsiones, pero en un
articulo de Marques et al., 2017, en un andlisis de protedémica del hipocampo de ratas sometidas al
modelo de la epilepsia de Li-pilocarpina, se observé una disminucion en la expresién de Pkm, similar
a lo observado en nuestro estudio. En relacién al gen G3hbr8, que no amplificd por RT-gPCR, no se
encontrd ningun estudio realizado hasta la fecha relacionada con epilepsia. Si analizamos los genes
encontrados en el analisis del transcriptoma tomando el genoma del hamster sirio como referencia,
el gen Slc2a5 codifica una proteina que es un transportador de fructosa, transmembrana y glucosa;
alteraciones en la expresidon de este gen se han correlacionado con enfermedades testiculares,
linfohistiocitosis hemofagocitica e hipertension inducida por la fructosa (Thorens et al., 2004),
aunque sin relacion con epilepsia y convulsiones hasta la fecha. Segun Lépez-Lépez et al., 2017, los
genes Egr codifican factores de transcripcidn rapida y transitoria que regula una amplia gama de
estimulos celulares (ambientales, fisioldgicos, y estimulos patolégicos). De los genes Egr, se ha
descrito una sobre expresién del Egr4 en ratas que presentan convulsiénes inducidas por pilocarpina

(Losing et al., 2017).Segln Basulto et al., 2018 hay una relacidn en la sobre-expresion de los genes
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Egrl, Egr2 y en la epilepsia; cabe mencionar que el gen Egr4 no pudo ser validado en este estudio,

por ello se recomienda realizar un nuevo disefio de primer para validar dicho gen.

7. CONCLUSIONES
Primera: Entre los genomas de referencia se encuentra doce genes similares con expresidon

diferencial idéntica para los dos analisis (Atp2a3, C6, Egrl, Egr2, Egr3, Fos, Fosb, Junb, Npas4, Rxfp2,
Slc28aly Ttr).

Segunda: El transcriptoma con referencia del genoma Mesocricetus auratus presento un mejor
alineamiento por base, cobertura, porcentaje de homologia y mayor sensibilidad en la deteccién del
transcriptos; esto quiere decir que a nivel metodoldgico este es el genoma de referencia mas idéneo
para el estudio del hamster sirio GASH/Sal.

Tercera: Por medio de las RT-gPCR se validaron los genes C6, Fos, Rxfp2, Slc28a1, Ttr, Pkm, Sic2a5, y
los genes G3hbr8y Egrd no fueron validados por problemas de disefio y amplificacion.

Cuarta: Se observd una relacién de los genes C6, Fos, Ttr y Egr4 validados por RT-qPCR con la

actividad epileptogénica y convulsiva.
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