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RESUM

Aquest treball de recerca té com a objectiu comprendre millor I'estructura i la funcié
del sistema nervios mitjangant I'estudi d’'una malaltia neurodegenerativa, I'esclerosi
lateral amiotrofica (ELA). Per a aix0, s’ha utilitzat un model de ratoli transgénic que
conté un gen huma mutat associat a aquesta malaltia. Aquest gen, anomenat
TARDBP, codifica la proteina TDP-43. En aquest model transgeénic, el gen presenta
una delecio de la sequéncia de localitzacioé nuclear, la qual impedeix que la proteina
TDP-43 entri al nucli de les cél-lules per realitzar la seva funcié. Aquest fet provoca

que els ratolins transgénics desenvolupin simptomes similars als de 'ELA.

En aquest treball es pretén investigar si els ratolins transgénics que sobreexpressen
el gen TARDBP huma sense la sequéncia de localitzacié nuclear, en comparacio
amb ratolins control (no transgénics), presenten alteracions motores i cognitives
mitjancant diverses proves de comportament. Aquest treball s’ha completat amb un
estudi de la supervivéncia dels ratolins i un estudi bioquimic i cel-lular, amb el qual
s’analitzen els nivells i la localitzacié de la proteina TDP-43 humana en la seva

escorga cerebral frontal.

Els resultats demostren que els ratolins transgenics analitzats en comparacié amb
els controls presenten un deteriorament progressiu i sever de les funcions motores,
amb pérdua de forga, tremolors i abséncia de reflexos. A més, presenten un déficit
cognitiu significatiu, una supervivencia mitjana molt reduida, i paral-lelament,
acumulen la proteina TDP-43 humana al citoplasma de les neurones cerebrals en
els ratolins transgénics. Aquests resultats segueixen tots ells un patré similar al que

es troba en la malatia de 'ELA.

Per tant, I'is d'aquest model de ratoli transgénic ens permet aprofundir en el
coneixement dels processos biologics de I'ELA i ens proporciona una eina essencial

per provar futures terapies que puguin frenar o revertir la progressié de la malaltia.

Paraules clau: Esclerosi Lateral Amiotrofica, Neurones motores, Model de ratoli
transgeénic, Proteina TDP-43, Funcié motora, Cognicié, Supervivéncia



ABSTRACT

This research work aims to better understand the structure and function of the
nervous system through the study of a neurodegenerative disease, amyotrophic
lateral sclerosis (ALS). To achieve this, a transgenic mouse model containing a
mutated human gene associated with this disease has been used. This gene, called
TARDBP, encodes the TDP-43 protein. In this transgenic model, the gene has a
deletion of the nuclear localization sequence, which prevents the TDP-43 protein
from entering the nucleus of the cells to perform its function. This causes the

transgenic mice to develop symptoms similar to those of ALS.

This work aims to investigate whether the transgenic mice that overexpress the
human TARDBP gene without the nuclear localization sequence, in comparison to
control (non-transgenic) mice, show motor and cognitive impairments through various
behavioural tests. This work has been supplemented with a survival study of the mice
and a biochemical and cellular study, in which the levels and localization of the

human TDP-43 protein in the frontal cortex of the brain are analysed.

The results show that the transgenic mice, compared to controls, exhibit a
progressive and severe deterioration of motor functions, including loss of strength,
tremors, and absence of reflexes. Moreover, they display significant cognitive
deficits, greatly reduced average survival, and accumulate the human TDP-43
protein in the cytoplasm of brain neurons in the transgenic mice. These findings

follow a similar pattern to what is observed in ALS.

Therefore, the use of this transgenic mouse model allows us to deepen our
understanding of the biological processes of ALS and provides us with an essential
tool for testing future therapies that may slow down or reverse the progression of the

disease.

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis, Motor neurons, Transgenic mouse model,

TDP-43 protein, Motor function, Cognition, Survival.



ABREVIATURES

ADN: Acid Desoxiribonucleic
ARN: Acid Ribonucleic
ARNm: ARN missatger

BHT: Butilhidroxitolué
CTL/CTLs: Control/s

SOD1: Superoxid dismutasa 1
DFT: Deméncia frontotemporal
DBA: Diaminobencidina

DIST: Distancia

DOX: Doxiciclina

ELAe: ELA esporadics

ELAf: ELA familiars

HRP: Enzim peroxidasa

ID: index de discriminacio

MND: Malalties neurodegeneratives

PVDF: Polifluorur de vinilidé

NEFH: Promotor del gen de la cadena

pesada de neurofilaments

TetO: Promotor que respon a la tTA

TDP-43: Proteina d’'unié a ’ADN/ARN de

resposta transactiva de 43kDa

TARDBP: Gen que codifica per la
proteina TDP-43 (Gen TAR DNA-binding
protein 43).

FUS: Proteina fusionada en sarcoma

TTA: Proteina transactivadora depenent

de Tetraciclina

NLS: Sequéncia de localitzacié nuclear

SN:Sistema Nervios

SNA: Sistema Nervios autdonom

SNC: Sistema Nervios central

SNP: Sistema Nervios periferic

SNS: Sistema Nervios somatic

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

BSA: Tamp6 de sérum d’albumina

TGI/TGs: Transgenic/s

TDR: Treball de Recerca

TBS: Tris-Buffered Saline

TBS-T:Tris-Buffered Saline with Tween 20

Vmax: Velocitat maxima

WB: Western Blot
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INTRODUCCIO TREBALL DE RECERCA

Em vaig plantejar de fer el treball de recerca sobre I'Esclerosi lateral amiotrofica
després d'assistir a una Jornada sobre aquesta malaltia a la Facultat de [JJj de [},
abans de comencar Batxillerat. Sempre m'havia interessat el funcionament del
sistema nervios, perd des de llavors em va cridar encara molt més l'atencié de com
el cervell i els nervis controlen tot el que fem, i com les malalties neurodegeneratives

poden tenir consequéncies tan greus en I'organisme.

Aquest interés em va portar a fer I'assignatura optativa de Psicologia a primer de
Batxillerat, i va fer que encara m'agradés més tot el que té a veure amb el
comportament huma i la Neurociéncia. Volia entendre millor com les alteracions en

el sistema nervids poden afectar la manera de ser i actuar de les persones.

A més, durant el curs, vaig llegir un llibre a I'assignatura de catala, La promesa, on la
protagonista pateix una malaltia neurodegenerativa compatible amb [I'Esclerosi
lateral amiotrofica. Aquella lectura em va agradar molt i em va confirmar que la
decisié que havia pres de fer el meu treball de recerca sobre aquesta malaltia havia
estat encertada. Realment, tenia molta curiositat per saber com s’investiga una
malaltia tan greu, que no té tractament definitiu i que afecta el sistema nerviés. Volia
coneixer quins métodes fan servir els investigadors i com poden ajudar a millorar la

qualitat de vida de les persones que la pateixen.

Gracies al - he tingut I'oportunitat de fer aquest treball de recerca en un grup
amb molta experiéncia en diferents models experimentals per la investigacié en
Neurociéncies i que em va permetre estudiar els patrons de comportament d'un
model animal transgénic dissenyat per la investigacid de la malaltia de I'Esclerosi
lateral amiotrofica, a més de realitzar técniques de laboratori. Tot plegat ha estat una
experiéncia molt satisfactoria i que m’ha servit per introduir-me al moén de la recerca
cientifica i la Medicina, camps que sempre m'han interessat i que tinc moltes ganes

de continuar estudiant en el futur.
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MARC TEORIC

1.QUE SON LES MALATIES NEURODEGENERATIVES?

Les malalties neurodegeneratives (MND) son alteracions croniques que, de manera
progressiva, danyen i destrueixen les cel-lules del sistema nervios, especialment en
arees concretes de lI'encéfal i la medul-la espinal. Aquest deteriorament afecta de
manera irreversible les funcions nervioses, com el control motor, la memoria, la

coordinacio i altres habilitats cognitives.

Entre les MND més conegudes s’inclouen la malaltia d'Alzheimer, que causa péerdua
de memoria i deteriorament cognitiu; la malaltia de Parkinson, que afecta el control
del moviment amb tremolors i rigidesa; la malatia de I'Esclerosi lateral amiotrofica
(ELA), que deteriora les neurones motores i afecta sobretot a la capacitat de moure's
i la malatia de Huntington, caracteritzada sobretot per moviments involuntaris i

deteriorament cognitiu. (Soto i Pritzkow, 2018).

Aquestes malalties, tot i les seves variacions en simptomes i arees del sistema
nerviés (SN) afectades, comparteixen mecanismes patoldgics similars que poden
ajudar a entendre millor les seves causes i a desenvolupar noves estratégies de
diagnostic i tractament, donat que cap d’elles té cura, i les terapies que s'utilitzen

actualment es centren sobretot a alleujar els seus simptomes.

Per estudiar qualsevol MND és important i necessari conéixer primer I'estructura i
funcio del SN.

2.ESTRUCTURA | FUNCIO DEL SISTEMA NERVIOS

El SN juntament amb el sistema endocri, regula totes les activitats internes de
'organisme i ens permet reaccionar davant el seu ambient (extern o intern), o
acomodar-se a ell, captant tots els estimuls i transformant-los en un impuls nervios .
Aixi, els éssers humans i els animals poden donar les respostes més adequades per

la seva supervivéncia i reproduccié (Alonso Garcia, 2023).

" impuls nerviés: senyal eléctric que es propaga al llarg de I'axé d'una neurona per transmetre informacio a altres
cel-lules.
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2.1.Cel-lules del SN

El SN esta format per diferents tipus de cél-lules que tenen funcions especifiques per
assegurar el seu correcte funcionament i la comunicacio interna amb les diferents

parts de 'organisme.

Les principals cél-lules que el formen sén les neurones i les cél-lules glials.

2.1.1.Les Neurones

Les neurones son la unitat funcional basica del SN, responsables de processar la
informacié. A més, sén cél-lules excitables perqué tenen la capacitat de generar i

transmetre impulsos nerviosos en resposta a estimuls?.
Les parts d’una neurona sén (FIG.1):

-Cos cel-lular o soma: Es la part central de la neurona i conté el nucli de la cél-lula,
a meés dels organuls citoplasmatics. En el cos cel‘lular es produeixen la majoria de
les funcions metabodliques de la neurona, com per exemple la sintesi de proteines; i

d'ell, sorgeixen les dues principals prolongacions cel-lulars: I'axé i les dendrites.

-Ax6: Es una prolongacié llarga que s’estén des de la base (conus) del cos cel-lular.
La seva funcié principal és transmetre impulsos nerviosos des del cos cel-lular fins a
altres neurones o ceél-lules efectores (musculars i/o glandulars). L’axé pot variar en
longitud, des de només unes poques micres fins a més d'un metre, com en el cas
dels axons que recorren des de la medul-la espinal fins als musculs de les

extremitats.

-Dendrites: Sén prolongacions ramificades que s'estenen des del cos cel‘lular de la
neurona. La seva estructura ramificada és crucial per augmentar l'area de superficie
disponible per rebre senyals d'altres neurones. Les dendrites actuen com a
receptors, captant els estimuls que provenen d'altres neurones o d'estimuls fisics
(com la llum, el so o la pressio) i iniciant I'impuls nervids. A través de les dendrites,
les neurones poden establir multiples connexions sinaptiques amb altres neurones,

creant una xarxa complexa de comunicacié dins el SN (Fox Stuart, 2021).

2 estimuls: qualsevol canvi o senyal en I'entorn extern o intern d'un organisme que és capag de provocar una
resposta en el SN.
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FIG.1. Parts d’una neurona. Autora: xxx (mitjangant Biorender).

Existeixen diferents tipus de neurones.

Segons l'estructura, pel que fa al nombre i disposicié de les prolongacions axonals i

dendritiques, les neurones es divideixen en quatre tipus principals (FIG. 2):

Neurones Unipolars: Presenten una sola prolongacié que s'estén des del cos
cel-lular i que pot actuar tant com axé o dendrita.

Neurones Bipolars: Presenten dues prolongacions que s'estenen des del cos
cel-lular: una dendrita i un axo.

Neurones Pseudounipolars: Presenten un sol procés que emergeix del cos
cel-lular, el qual es divideix en dues branques. Una branca actua com a dendrita,
mentre que l'altra actua com axé.

Neurones Multipolars: Son el tipus de neurona més abundant, tenen un unic axé i

multiples dendrites que s'estenen des del cos cel-lular, que permet una amplia
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capacitat de recepcid i integracié d'informacié. Les neurones multipolars solen ser

motores i estan implicades en el control dels moviments musculars (Tortora i al.,
2021).
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FIG.2. Tipus de neurona segons la seva estructura.
Imatge adaptada mitjangant Biorender de Chapter 2: The Nervous System (traineracademy.org).

Segons la funcié neuronal, pel que fa a la transmissio de senyals i en la resposta als

estimuls, les neurones es divideixen en (FIG.3):

-Neurones Sensitives (o Aferents): Son responsables de transmetre informacio, a
través dels seus axons, des dels receptors sensorials cap al Sistema Nerviés Central
(SNC). Detecten estimuls externs o interns, com la temperatura, el dolor, la pressio,
la llum, i els transmeten al cervell i a la medul-la espinal, on es troben els cossos
d’aquestes neurones, per al seu processament. Les neurones sensitives soén
generalment bipolars o pseudounipolars, la qual cosa facilita la transmissioé rapida de

senyals.

-Neurones Motores (o Eferents). S’anomenen també motoneurones. Transmeten

les ordres del SNC als musculs o glandules, provocant una resposta, com el
moviment o la secrecid de substancies. Aquestes neurones sén tipicament

multipolars, amb moltes dendrites que permeten la integracié de multiples senyals
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d'altres neurones abans d'activar una resposta motora. Les neurones motores es

poden dividir en neurones motores somatiques, que controlen els musculs

esquelétics (els que es mouen voluntariament), i neurones motores autdbnomes (o

involuntaries), que controlen musculs llisos, cardiac, i glandules.

-Interneurones (o Neurones d'Associacid): Sén un tipus de neurona multipolar
que actua com a intermediaria entre les neurones sensitives i motores dins del SNC.
Aquestes cél-lules son importants per a la integracié de la informacié sensorial i la

coordinacio de les respostes motores. (Alonso Garcia, 2023).

NEURONA

SENSORIAL MEDIRAA

ESPINAL
(SNC)

DENDRITES

| GANGLI
A SENSORIAL

Tf/ ¥ 2
TRANSMISSI6 /WO
areRent S A

TRANSMISSIO
EFERENT

NEURONA

MOTORA
A EFECTORS

(MUSCULS | GLANDULES)

FIG.3. Tipus de neurones segons la seva funcio.
Imatge adaptada d’una imatge de la web de Kenhub.

2.1.2.Cél-lules glials

Les cél-lules glials tenen un paper fonamental en la protecci6 i el manteniment de les
neurones. Encara que no participen directament en la transmissié de senyals
nerviosos, sén essencials pel correcte funcionament del SN. A més de protegir el
cervell i la medul-la espinal contra microorganismes, també proporcionen suport
estructural i participen en la reparacié dels teixits neuronals. Algunes cél-lules glials

produeixen mielina, una substancia aillant que recobreix els axons i permet que els

8
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impulsos nerviosos es transmetin de manera més rapida i eficient (Alonso Garcia,
2023).

2.2. Transmissio nerviosa: La Sinapsi

La sinapsi neuronal es defineix com la unié entre dues neurones que permet la
interaccio i l'intercanvi d'informacié entre elles, o bé amb cél-lules musculars o
glandulars. Aquesta interconnexié és essencial per a la transmissio dels impulsos
nerviosos al llarg del SN (Tortora i al., 2021).

Existeixen dos tipus de sinapsi:

Sinapsi eléctrica: En aquesta forma de sinapsi, la transmissié de I'impuls nerviés es
realitza mitjangant el pas directe de ions a través de canals especialitzats que
connecten dues cél-lules. Aquest tipus de sinapsi permet una comunicacio gairebé
instantania entre dues neurones. Es especialment important en situacions que

requereixen una resposta rapida.

Sinapsi quimica: A diferéncia de la sinapsi eléctrica, la sinapsi quimica és més
lenta perqué implica l'alliberament de neurotransmissors® per part de la neurona
presinaptica. Aquests neurotransmissors han de travessar l'espai sinaptic i unir-se
als receptors de la membrana de la neurona postsinaptica. La sinapsi quimica
permet una major modulaci6 de la resposta, ja que el tipus i la quantitat de
neurotransmissors alliberats poden influir en si la resposta de la neurona
postsinaptica és excitadora (vol dir que s’activa) o inhibidora (s’inactiva). Els

elements estructurals de la sinapsi quimica son:

-Neurona presinaptica: Es la neurona des de la qual es genera i propaga l'impuls
nervios. Aquesta neurona é€s responsable de transmetre el senyal a la seguent

neurona o cél-lula efectora.

3 neurotransmissors: molécules quimiques que permeten la transmissio de senyals entre les neurones (cél-lules
nervioses) o entre una neurona i una altra cél-lula (com una celllula muscular o glandular). Soén
neurotransmissors: dopamina, serotonina, acetilcolina, glutamat, GABA, etc.
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-Boté sinaptic: Situat a I'extrem de I'ax6é de la neurona presinaptica, el botd sinaptic
conté vesicules plenes de neurotransmissors, que son les substancies quimiques

encarregades de transmetre el senyal a través de la sinapsi.

-Neurona postsinaptica: Aquesta és la neurona o cel-lula que rep l'impuls nerviés
després de la transmissio a través de la sinapsi. La seva resposta a I'impuls nervios

pot variar depenent del tipus de neurotransmissor alliberat.

-Espai sinaptic: Es l'espai fisic entre la neurona presinaptica i la neurona
postsinaptica. Els neurotransmissors alliberats en aquest espai es difonen cap a la
neurona postsinaptica, on s'uneixen als seus receptors especifics per continuar la

transmissio del senyal (Fox Stuart, 2021).

2.2.1.Unié Neuromuscular

Un exemple de sinapsi quimica és la unid6 neuromuscular, on una neurona motora
comunica amb una cél-lula muscular esquelética (Patton 1 al., 2023). Aqui,
I'alliberament de neurotransmissors provoca la contraccié del muscul, un procés

essencial per al moviment voluntari (FIG.4).

" NEURONA
| PRESINAPTICA_

+—— AXO

ESPAI BOTO
TERMINAL

SINAPTIC

NEUROTRANSMISSOR

CEL-LULA

MUSCULAR
| POSTINAPTICA
CANALS IONICS T .

FIG.4. Esquema Unié Neuromuscular. Autora: XXX (mitjangant Biorender).
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2.2.2.Potencial d'Accio

Els impulsos nerviosos son essencials per a la coordinacié de diverses funcions
corporals, incloent-hi el moviment muscular, la percepcié sensorial i les funcions
cognitives complexes. Aquests impulsos es propaguen al llarg de I'axé de la neurona
gracies a la preséncia de canals ionics que s'obren i tanquen en resposta a les

variacions de voltatge.

Aquest mecanisme permet la transmissio rapida i eficient dels senyals nerviosos al

llarg de grans distancies dins del SN del nostre organisme.

En estat de rep0s, quan la neurona no esta transmetent impulsos nerviosos, aquesta
es troba polaritzada (és a dir, amb carrega neta positiva a I'exterior de la cél-lula i
negativa a l'interior). Aixo significa que la part externa de la seva membrana té una
carrega eléctrica diferent de la part interna, amb una diferéncia de potencial de 70
mil-livolts (mV). Aquesta polaritzaci6 es deu majoritariament a la diferent
concentracié de ions de sodi (Na*) i de potassi (K*) a l'interior i a l'exterior de la

cel-lula.

Quan arriba un estimul a la cél-lula nerviosa o a les seves prolongacions, es
produeix una alteracio en la distribucié de les molécules i/o ions a banda i banda de
la membrana. Aquest canvi fa que la membrana esdevingui més permeable, i aixo
permet que ions de sodi penetrin a l'interior de la cél-lula. Durant un periode molt curt
de temps, aproximadament 1,5 mil-lisegons (ms), l'interior de la membrana es torna
positiu respecte a l'exterior. Durant aquest interval de despolaritzacio, el potencial de
membrana varia de -70 mV (potencial de repods) fins a +40 mV (potencial d’accio)
(FIG.5). L’estimul ha de ser prou capag¢ de canviar el potencial de membrana de -70
(potencial de repds) a -55mV (potencial llindar), per poder arribar a generar un

potencial d’acci6 (+40 mV) i propagar I'impuls nervios.

Després de la propagacio de I'impuls nervids, la membrana cel-lular es repolaritza
(es tanquen els canals de sodi i s’obren els de potassi perqué aquest surti). Aixo
significa que la cél-lula torna a la seva condicié de repos, restablint la distribucid

original de ions i la diferéncia de potencial de 70 mV. Aquest procés és essencial
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perque la neurona estigui preparada per respondre a nous estimuls (Fox Stuart,

2021).
POTENCIAL D'ACCIO
+40
= S 2
= ENTRADA DE SODI NS p- TANCAMENT DELS
w B s c CANALS DE SODI,
o S ) SORTIDA DE POTASI
= o) |
= & %
= | ot Q
(@] Q O
> POTENCIAL
-55 LLINDAR INICIS
FALLITS ESTAT DE REPOS
=0 f- N PERIODE
POTENCIAL
DE REPOS ESTIMUL REFRACTARI
0 1 2 3 4 5

TEMPS (ms)

FIG. 5. Grafica Potencial d’Accié. Autora: xxx (mitjancant Biorender).

2.3.Arees del Sistema Nervios

El SN és I'encarregat de dur a terme la coordinacio de les activitats de tot el cos. Aquest
sistema té tres funcions importants: detectar estimuls tant interns com externs, analitzar la

informacio i produir una resposta un cop aquesta ha estat enviada als musculs i glandules
(Alonso Garcia, 2023).

El SN esta format pel SNC (format per encéfal i medul-la espinal) i el Sistema Nervios
Periféric (SNP) format per nervis i ganglis (FIG.6).
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SISTEMA NERVIOS

MESENCEFAL

| gummnd  PROTUBERANCIA
{ * CEREBEL SN SIMPATIC
r— BULB RAQUIDI (ACTIVA EL COS)

SN JARASIMPATIC
DESPRES DE
e N HIPOTALEM L' ACTIVACIG)
] DIENCEFAL <
' ESCORGA CEREBRAL
GANGLIS BASALS

FIG.6. Arees del Sistema Nerviés. Autora: xxx (mitjangant genially).

s TRONC DE L'ENCEFAL

HEMISFERIS
CEREBRALS

—_— TELENCEFAL

2.3.1.Sistema Nervios Central

El SNC és I'encarregat de rebre i analitzar la informacié dels estimuls i ordenar a
I'organisme que generi una resposta. Esta format per I'encéfal i la medul-la espinal
(Alonso Garcia, 2023).

L'enceéfal és l'estructura més complexa del SNC i es troba protegit dins de la cavitat
cranial. Aquesta estructura cerebral és responsable de la majoria de les funcions
vitals, des del control del moviment voluntari fins a la regulacié de les emocions i els

processos cognitius. L'encéfal es divideix en:

a)Telenceéfal (Cervell): Consta de dos hemisferis cerebrals que estan units pel cos
callés, un gran feix d’axons que permet la comunicacié entre ambdds hemisferis.
Aquestes estructures inicien el moviment voluntari i estan involucrades en processos

cognitius complexos com l'aprenentatge, la memoria, i el pensament.
El telencefal es compon de:

-L'Escorca Cerebral: Es la capa externa que cobreix els hemisferis cerebrals.

Aquesta escorca esta plena de plecs i solcs que augmenten la seva superficie, que
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permet un processament d'informacié més eficient. Els solcs es classifiquen segons
la seva profunditat, destacant la incisio interhemisferica que divideix el cervell en dos
hemisferis, la incisié6 de Rolando que separa els lobuls frontal i parietals i la incisié de

Silvio que delimita els |0buls frontal i temporals.

-Els Ganglis Basals: Son estructures implicades en les respostes motrius voluntaries.
Estan formats per cossos neuronals i constitueixen juntament amb I'escorga cerebral

la substancia gris del cervell.

-El Sistema Limbic: Aquesta regié té un paper fonamental en les respostes
emocionals, la motivacid, i les funcions relacionades amb la supervivéncia i la
reproducci6. Dins del sistema limbic, I'hipocamp és essencial per a I'aprenentatge i
la memoria, mentre que I'amigdala esta implicada en la regulacié d'emocions com la

porilaira.
b)Dienceéfal: Es troba sota el telencéfal i inclou dues estructures principals:

-El Talem: Actua com una estacioé de retransmissio per a gairebé tota la informacio
sensorial i motriu que arriba a I'escorga cerebral, distribuint els senyals a les arees

corresponents per a la seva interpretacio i resposta.

-L'Hipotalem: Aquesta petita area regula el Sistema Nerviés Autdonom (SNA) i el
sistema endocri a través de la hipofisi. Controla funcions vitals com la temperatura
corporal, la gana, la set, i els patrons de vigilia i son, a més d'estar involucrat en la

regulacio de les emocions.

-L’epitalem (o glandula pineal): Es una petita glandula que regula els ritmes
circadiaris. Secreta melatonina, una hormona que ajusta el rellotge bioldgic,
augmentant a la nit per afavorir la son i disminuint durant el dia per mantenir-nos
desperts (Alonso Garcia, 2023).

c)Tronc de I'Encéfal: Aquesta estructura és la que enllaga el cervell amb la

medul-la espinal i esta composta per tres parts:

-El Mesencéfal: Porta els impulsos sensitius des de la medul-la espinal cap a

I'escorga cerebral i els impulsos motors des del cervell fins a la medul-la espinal,
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facilitant la comunicacié entre aquestes dues regions i coordinant les respostes

sensorials i motores.

-La Protuberancia: Connecta diverses parts del cervell, especialment entre I'escorca
cerebral i el cerebel, i condueix els impulsos nerviosos relacionats amb els

moviments voluntaris.

-El Bulb Raquidi: Es essencial per a la regulacié de funcions vitals automatiques,
com la respiracio, la digestio, la frequéncia cardiaca, i la pressié arterial. També

controla reflexos primitius com el vomit, la tos, i la deglucié (Fox Stuart, 2021).
d) Cerebel: Situat darrere del bulb raquidi i la protuberancia, el cerebel és
fonamental per al control de I'equilibri, la coordinacid dels moviments, i el

manteniment de la posicié corporal.

La Medul-la Espinal comunica I'encefal amb la resta del cos, recollint informacio

sensorial i enviant ordres motores als organs efectors, com els musculs i les

glandules.

FIG. 7. Reflex de retirada. Autora: xxx (mitjangant Biorender).
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A més, aquest organ és responsable dels reflexos, accions rapides i automatiques
que no requereixen la intervencio del cervell, sin6 que es produeixen dins de l'arc
reflex, un circuit nervidés que connecta els receptors sensorials amb les neurones
motores a través de la medul-la espinal (Tortora i al., 2021).

Quan es produeix un estimul (com un cop al tend6 o un estirament d'un muscul), els
receptors sensorials en la pell, musculs o altres teixits envien un senyal a la medul-la
espinal a través de neurones aferents (sensitives). A la medul-la espinal, aquestes
neurones aferents transmeten el senyal a una o diverses neurones motores, que
envien un impuls als musculs involucrats, causant una contraccid o resposta

reflexiva (exemple: reflex rotulia, d’Aquil-les, de retirada* (FIG. 7)).

2.3.2.Sistema Nervios Periféric

El SNP esta format per nervis i ganglis que connecten el SNC amb la resta del cos,

cosa que permet la transmissio de senyals nerviosos en ambdos sentits.
Es divideix principalment en dues parts:

Sistema nerviés somatic (SNS): Controla la informacié sensorial i les accions
voluntaries. Els nervis somatics porten senyals des dels drgans sensorials (com la
pell, els ulls o les orelles) fins al SNC i, al mateix temps, envien ordres des del cervell
i la medul-la espinal cap als musculs esquelétics per generar moviments voluntaris,

com caminar, mastegar o agafar un objecte.

Sistema nerviés autonom (SNA): Regula les funcions involuntaries, com el ritme

cardiac, la digestio i la resposta de "lluita o fugida". Es subdivideix en:
-Sistema simpatic: Activa el cos durant situacions d'estrés o emergéncia.

-Sistema parasimpatic: Promou la relaxacié i la conservacié d'energia, com per

exemple la reduccio del ritme cardiac (Fox Stuart, 2021).

“Reflex rotulia: fa que la cama s'estengui quan es colpeja el tendo rotulia. Reflex d'Aquil-les: provoca la flexio
plantar del peu quan es colpeja el tendé d'Aquil-les. Reflex de retirada: quan es toca un objecte calent o doloros,
el cos automaticament retira la ma o el peu abans que el cervell processi el dolor completament.
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3.ESCLEROSI LATERAL AMIOTROFICA
3.1.Introduccio a la malaltia

L'ELA és una malaltia neurodegenerativa progressiva que afecta les neurones
motores de l'escorga cerebral (neurones motores superiors), tronc de I'encéfal i
medul-la espinal (neurones motores inferiors) responsables de controlar el moviment
voluntari dels musculs esquelétics. (Swinnen | Robberecht, 2014; Brown i Al-Chalabi,
2017).

Aquesta patologia condueix a una disfuncié muscular que progressa de manera que
els musculs es debiliten, perden massa i volum i, en ultima instancia, deixen de
funcionar completament, provocant la paralisi dels musculs afectats. Aquest procés
condueix a la mort, sovint per insuficiéncia respiratoria de la persona que la pateix,
entre els 2 i 5 anys després de l'inici de la malaltia. Tanmateix, la supervivéncia

individual pot variar ampliament (Keon i al., 2021; Brown i Al-Chalabi, 2017).

Charcot va utilitzar per primera vegada el terme "esclerosi lateral amiotrofica" el
1874, i des d’aleshores es coneix com la malaltia de Charcot, encara que als Estats
Units la van anomenar malaltia de Lou Gehrig o de Stephen Hawking, per associar-
la a dues persones famoses que van patir la malaltia i d’'aquesta manera poder fer-la

més visible a la societat.

La malaltia es considera rara i multifactorial de la qual encara no se’'n coneix la
causa, pero si s’ha associat a factors genétics, ambientals, d’estil de vida (FIG. 8) i si
que es coneixen varis dels mecanismes patogeéenics implicats (FIG. 9) (Brown i Al-
Chalabi, 2017; Vucic i1 al., 2014). Aquesta pot manifestar-se en dues formes

principals: casos d’ELA familiars (ELAS) i casos d’ELA esporadics (ELAe).

Els_casos familiars, que constitueixen entre un 5% i un 10% del total, es deuen a

mutacions genétiques hereditaries, generalment transmeses de manera autosomica
dominant. Aixd vol dir que una sola copia alterada del gen heretada d'un dels
progenitors és suficient per causar la malaltia. En alguns casos menys comuns,
I'neréncia pot ser de tipus recessiu, requerint dues copies alterades del gen per

desencadenar la malaltia.
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Els casos esporadics representen la majoria dels casos d'ELA (al voltant del 90-

95%) i no tenen un patré d'heréncia familiar conegut. Aquests casos es creu que es
desenvolupen a causa d'una combinacid de factors geneétics (per mutacions
genetiques que apareixen de nou en l'individu i no es transmeten a la descendéncia)
i ambientals (com ara I'exposicié a metalls pesants, pesticides quimics o el treball
com a esportista d’elit), encara que no hi ha proves definitives per establir una

relacio causal clara (Hulisz, 2018).

FACTORS DE RISC FACTORS GENETICS

(ambientals i d'estil de vida) 90% ELA esporadica
10% ELA familiar

U Regio geografica U Expansid d’hexanucleotidsen C9orf72
U Tabac U Mutacionsen SOD1

U Ocupacio laboral O Mutacionsen TDP-43

O Metalls U Mutacionsen sarcoma de FUS

U Exercici fisic d'elit

U Quimics en |'agricultura

FIG.8. Etiologia de ’ELA. Autoria: xxx (mitjangant power point).

Tant les formes familiars com les esporadiques de I'ELA presenten manifestacions
cliniques similars. Tot i aix0, es poden observar algunes diferéncies importants. En
els casos familiars, I'edat d’aparicié de la malaltia sol ser, de mitjana, 10 anys més
primerenca que en els casos esporadics. A més, en els casos esporadics, la malaltia
es dona més en homes, mentre que en els casos familiars afecta per igual homes i

dones.

La prevalenga de I'ELA varia segons la regio i la poblacioé estudiada. En general, es

calcula que hi ha aproximadament entre 5 i 7 casos per cada 100.000 habitants. A
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Catalunya, per exemple, s'estima una prevalenca de 5,4 casos per cada 100.000

habitants.

Aquesta xifra representa el nombre de persones que viuen amb la malaltia en un

moment determinat.

Impaired
glutamate
uptake
(EAAT-2
transporter)

Microglia

Release of
inflammatory
mediators

Glutamate
excitotoxicity

Presynaptic
neuron

Dysfunction of axonal
Pump transport systems
dysfunction

Mitochondrial  Neurofilament

Increased oxidative stress

Mutant S0D-1

TOP-43/FUS
Mutations in

c9orf72, TDP-43 (TARDBP),

FUS, and SOD-1 (SOD1) genes

FIG.9. Mecanismes patogénics en la fisiopatologia de ’ELA (Vucic i al., 2014).

La prevalenga també pot veure's afectada per factors com la durada de la malaltia,
els avencgos en el diagnostic i el tractament, i I'envelliment de la poblacié. Per altra
banda, la incidéncia® és d’'1,4 (1,6 homes y 1,2 dones) i augmenta amb l'edat,
assolint el seu maxim entre els 60 i 79 anys (Pradas i al., 2013), tot i aix0, s’ha

descrit que I'ELA pot aparéixer molts anys abans.

5 Incidéncia de I'ELA: nombre de nous casos d'ELA diagnosticats en una poblacié especifica durant un periode
de temps determinat, generalment expressat per cada 100,000 persones per any.
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3.2.Formes cliniques i diagnostic

El diagnostic de I'ELA requereix la preséncia de signes tant de les neurones motores
superiors (en escorga motora del cervell ) com de les inferiors (en medul-la espinal i
tronc de I'encéfal), encara que al principi només es solen presentar signes d'una
d'elles. Al comencament, la malaltia tendeix a presentar-se de dues formes diferents:
I'afectacioé espinal amb debilitat en alguna extremitat (=75%) i I'afectacié bulbar amb
disfonia i disfagia (=<25%) (Hardiman et al, 2011).

El diagnostic de I'ELA es basa principalment en criteris clinics i electrofisiologics. Els
criteris de I'Escorial, establerts el 1990 i revisats el 1998, inclouen proves com
electromiografia® i neuroimatge. No obstant aix0, el diagnostic precog és dificil i pot

trigar entre 9 i 14 mesos o més (Castro-Rodriguez i al., 2021).

3.3.Tractament

Encara que I'ELA no té cura, el tractament es centra en millorar la qualitat de vida i

rellentir I'evolucié de la malaltia.

L’atencio als malalts ha de ser multidisciplinaria, amb suport nutricional, respiratori, i

control de simptomes.

Els medicaments aprovats com el Riluzole, que augmenta la supervivéncia (de 3 a 6
mesos), i 'Edaravone que ajuda a reduir I'estrés oxidatiu que danya les neurones

motores, ajuden en aquest aspecte (Petrov i al., 2017).

La ventilacié assistida no invasiva i la gastrostomia, que permet I'alimentacioé directa
a l'estbmac, també sén utils per millorar la supervivéncia i la qualitat de vida dels
pacients (Pradas J i al., 2013).

A meés, la nutrici6 de gran valor caldric ha estat avaluada com a tractament

complementari (ELA i nutricio | Aula ELA — Bellvitge Pacients (bellvitgehospital.cat)).

Actualment I'esperanga per la cura de 'ELA és centra amb el farmac Tofersen, un

oligonucledtid antisentit comercialitzat amb el nom de Qalsody®, primer tractament

6 Electromiografia (EMG): prova médica utilitzada per avaluar la funcid dels musculs i els nervis que els
controlen.
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destinat a pacients amb ELA associada a una mutacio en el gen SOD1, que codifica
la proteina superoxid dismutasa-1 (SOD1). El medicament va ser aprovat a Europa a
finals de 2022 per I'Agéncia Europea de Medicaments (EMA) i, a I'abril de 2023, als
Estats Units per la Food and Drug Administration (FDA) (Blair, 2023).

3.4.Genetica de 'ELA

El 1993, Rosen va descobrir mutacions en el gen SOD1 situat en el cromosoma 21,
que son responsables del 15-20% dels casos familiars i de 1'1-2% del total de casos
d’ELA.

Actualment, s’han identificat més de 40 gens associats a I'ELAf (amb historia
familiar) i 'ELAe (sense historia familiar). Els més destacats son els gens que
codifiquen per: la proteina SOD1, la proteina fusionada en sarcoma (FUS) i la
proteina d’uni6 al ADN/ARN de resposta transactiva de 43kDa (TDP-43) (Brown i Al-
Chalabi, 2017; Hardiman i al., 2017). Una de les caracteristiques patologiques de
'ELA és la concentracié andomala en les cél-lules de proteines que codifiquen els
gens com la SOD1, FUS i TDP-43 que es poden trobar tant en 'lELAe com en I'ELAT.
Concretament, la proteina TDP-43” es troba formant inclusions o agregats®
neuronals en més del 97% del total de pacients d’ELA suggerint un paper

fonamental d’aquesta proteina en la malaltia (Prasad i al., 2019).

3.5.La proteina TDP-43

Un dels components clau en la fisiopatologia de I'ELA és la preséncia dels agregats
de la proteina TDP-43 alterada, és per aixd0 que I'ELA, igual que la demeéncia
frontotemporal ° (DFT), s’engloba dins I'espectre de protenopaties de TDP-43 (de
Boer i al., 2020).

7 TDP-43 significa proteina d’unid6 al ADN/ARN de resposta transactiva de 43kDa L'expressié "d'unié a
I'ADN/ARN" indica que la proteina s'uneix a ambdos tipus d'acids nucleics, i "de 43 kDa" fa referéncia al pes
molecular de la proteina (43 kilodaltons).

8 Els aggregats s6n acumulacions anormals de proteines que es formen dins de les cél-lules nervioses. Aquestes
proteines mal plegades s'agrupen en cumuls que interfereixen amb el funcionament normal de les cél-lules,
contribuint a la seva degeneracié i mort.

9 La demencia frontotemporal és una malaltia que provoca la degeneracié dels lobuls frontals i temporals del
cervell, afectant la personalitat, la conducta, la presa de decisions, les emocions i el llenguatge. Es la causa més
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Aquesta proteina es troba normalment al nucli de les ceél-lules i esta implicada en
diversos processos relacionats amb el metabolisme de I'ARN, el que significa que
participa en la regulacid6 de la produccio de proteines a partir de la informacié
continguda en I'ARN missatger (ARNm). En I'ELA, es produeixen canvis en la funcié
de la TDP-43, que poden afectar el processament normal de I'ARN, contribuint a la

mort neuronal i al desenvolupament de la malaltia.

Un dels canvis significatius que es produeixen en I'ELA és la deslocalitzacio
extranuclear de la TDP-43, és a dir, la proteina TDP-43 s’acumula anomalament en
el citoplasma i forma els agregats patologics caracteristics de I'ELA, i per tant no pot

realitzar les seves funcions fisiologiques al nucli.

1 414
N — o ot | o 0 ] ¢
s = RRM1 | = RRM2 | 2 = . GRR
35 a1 83 ps 146 150 239 250 294 300 345 366

FIG.10. TDP-43 és una proteina de 414 aminoacids (43 kDa) codificada pel gen TARDBP al cromosoma 1.
Imatge adaptada de HO, i al., 2024 i modificada a partir de la tesi doctoral de Fernandez, 2022.

Normalment, la TDP-43 es troba predominantment al nucli, encara que com totes les
proteines es sintetitza primer al citoplasma, i per tant, per poder realitzar la seva

funcié s’ha de transportar cap al nucli.

En la seva estructura aquesta proteina inclou, entre altres, una sequiéncia de
localitzacioé nuclear (NLS) que li permet realitzar el seu transport des del citoplasma
al nucli i aixi poder unir-se a ’'ARN (FIG.10) (HO, i al., 2024).

3.6.Implicacions Cognitives i Conductuals en 'ELA

Inicialment, es creia que 'ELA era una malaltia estrictament del sistema motor,
afectant unicament les vies neuronals que controlen els moviments musculars,

sense cap implicacié en la funcié cognitiva o conductual dels pacients.

comuna de deméncia en menors de 60 anys i té una prevalenga similar a I'Alzheimer en persones de 45 a 64
anys.

22



ESCLEROSI LATERAL AMIOTROFICA

Malgrat tot, certes investigacions han posat de manifest que I'ELA pot tenir
repercussions significatives a nivell cognitiu i conductual, a més de motor. Diversos
estudis han demostrat que una proporcié elevada de pacients amb ELA presenta
signes de deteriorament cognitiu, sovint associat a la malaltia de DFT. Aquesta
associacio implica alteracions en la memoria, el llenguatge, el raonament i altres
funcions executives. S'han descrit alteracions cognitives en prop d’'un 40% dels
pacients i en un 14% arriben a presentar una variant de DFT (Phukan i al., 2012).
Aquestes troballes han estat suportades per evidéncies cliniques i
neuropsicologiques que mostren anomalies en les estructures cerebrals no motrius,
com el cortex prefrontal i les arees temporals, que soén criticament implicades en la
cognicio (Shojaie, | al., 2023). Aquests autors conclouen en el seu estudi que els
simptomes no motors en I'ELA sén comuns en un 80% dels pacients analitzats. A
mes, les tecniques d'imatge cerebral, han revelat patrons de degeneracié que van
més enlla del sistema motor, afectant amplies regions del cervell que revela
connexions entre 'ELA ila DFT (Ludolph i al.,1992; Alvaro Carbayo i al., 2024).

MARC PRACTIC

4.HIPOTESI | OBJECTIUS

Per a l'estudi de I'ELA, aixi com per altres malalties neurodegeneratives, s'utilitzen
models experimentals, tant animals com cel-lulars. Entre els més utilitzats estan els
models de rosegadors transgénics (TGs), com els ratolins amb mutacions en els
gens SOD1, TARDBP o FUS, que reprodueixen moltes de les caracteristiques de
'ELA, incloent-hi la degeneraci6 neuronal i la paralisi. Aquests models sén
essencials per a la investigacid preclinica de terapies, ja que ens permeten avaluar
la seva eficacia i seguretat abans d'assajar-les en humans, pero també s'utilitzen per
aprofundir en el coneixement fisiopatologic de la malaltia i estudiar-la a nivell

funcional, psicologic, cel-lular i molecular.
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En aquest treball es pretén estudiar un model de ratoli transgénic que sobreexpressa
el gen TARDBP huma i que conté una mutacié (delecié en la seva sequéncia de
localitzacio nuclear (NLS)), que impedeix l'entrada de la proteina que codifica, la
TDP-43, al nucli. Aquest model transgénic és representatiu d'un dels mecanismes
patoldgics associats a la malaltia de I'ELA, com és I'acumulacio i formacié d'agregats
de proteines al citoplasma de les neurones, afectant a la funcié normal de la proteina
TDP-43. La disfuncié d’aquesta proteina que esta implicada en el metabolisme de

I’ARN, també afecta |'expressio génica i, consequentment, la sintesi de proteines.

4.1.Hipotesi

Els ratolins transgenics que sobrexpressen el gen TARDBP huma sense la seva
sequeéncia de localitzacidé nuclear associat a I'esclerosi lateral amiotrofica, acumulen
la proteina TDP-43 al citoplasma neuronal, presenten alteracions motores, cognitives

i una menor supervivencia.

4.2.0bjectius Generals

-Avaluar els efectes de la sobrexpressié del gen TARDBP huma, sense la seva
sequeéncia de localitzacié nuclear, en el comportament i la supervivencia dels ratolins

transgenics.

-Comprovar que els ratolins transgénics acumulen la proteina TDP-43 humana en el

citoplasma de les neurones del cervell.

4.3.0bjectius Especifics

-Avaluar la funcié motora i cognitiva dels ratolins mitjangant diverses proves.
-Estudiar la supervivéncia.
-Obtenir mostres d’escorga frontal de cervell a partir de la disseccio dels ratolins.

-Avaluar i localitzar, a nivell bioquimic i cel-lular, la preséncia de la proteina TDP-43

humana en I'escorga frontal.
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-Recollir i analitzar les dades obtingudes utilitzant métodes estadistics apropiats per
determinar si les diferéncies observades son significatives entre ratolins transgénics i

controls.

5.DISSENY EXPERIMENTAL

En aquest apartat es presenten els diferents esquemes (FIG.11) del disseny

experimental:
A
GRUP D’ESTUDI
SOBREEXPRESSA TARDBP
HUMA SENSE NLS
B

COMPORTAMENTAL

COGNITIU
DOBLE
PRENSI - OBJECTE
TEMPS VARIABLE VMAX DEMENCIA
QUALITATIVA DIST
ABSENTO WA
PRESENT

FORCA DE
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ESTUDI BIOQUIMIC |
CEL-LULAR

ESTUDI DE

SUPERVIVENCIA

CORBA DE
SUPERVIVENCIA

ESCORCA
FRONTAL

PROTEINA TDP-
43 HUMANA
IMMUNOHISTOQUIMICA
E
Neixement Setmanes )
Dies
3 5
1 9 16 23 30
[ Embarag | Alletament —
Dieta amb dox Dieta sense dox
F
UNIO AtetO
{TA ACTIU
m —_— 1 EXPRESSIO hTDP-43-4NLS

tTA <
—_— E— NO EXPRESSIG

tTA INACTIU

FIG. 11. Disseny experimental. A. Grups d’estudi. B. Estudi comportamental. C. Estudi de supervivéncia.
D. Estudi bioquimic i cel-lular. E. Curs temporal dels experiments: durant el periode amb dieta sense Dox
(en taronja) es produeix la sobreexpressié de TARDBP huma. Autora: xxx (mitjangant Genially). F.
Mecanisme d’expressio de TARDBP (adaptat de Walker et al., 2015). tTA: proteina transactivadora de
tetraciclina, tetO:I'operador de tetraciclina.
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6.MATERIAL | METODES

6.1.Consideracions etiques i aspectes practics de
I'experimentacié en 'aula per I'estudi del comportament animal

L’estudi en el qual s'emmarca la part practica del meu treball de recerca forma part
d'un projecte més ampli que va ser concedit previament al grup de recerca de
B dc linstitut de |-Universitat de |, amb qui he pogut
realitzar la part experimental d’aquest Treball de Recerca (TDR). Aquest projecte va
ser aprovat pel Comité Etic d'Experimentacié Animal de la Universitat de-
Aquest comite garanteix que tots els procediments experimentals compleixin les
normatives étiques i legals vigents (Etica en la investigacion, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (csic.es)), assegurant el benestar dels animals utilitzats

en la investigacio.

Per a la realitzacié de 'estudi de comportament, se m'ha concedit accés a una aula
situada a l'estabulari de la Universitat de |l Aquest estabulari esta equipat
amb les instal-lacions necessaries per a l'allotiament i la cura dels animals de
laboratori, aixi com amb la tecnologia adequada per dur a terme estudis de

comportament animal.

Durant els experiments, he comptat amb I'ajuda d'una investigadora del grup de
recerca amb I'experiéncia i la titulacid6 necessaria per manipular animals. Aquesta
investigadora es va encarregar de col-locar els ratolins en un espai especific mentre
la meva tasca era observar, apuntar i analitzar el seu comportament mitjangant un
programari especialitzat que enregistra i registra les seves conductes. Aquesta
col-laboracié ha estat essencial per assegurar que els experiments es duguin a

terme d'acord amb les normes étiques i cientifiques requerides.

6.2.Model d’estudi

El model animal estudiat és un ratoli transgénic (TG) que proveé del encreuament de
dues linies: NEFH-tTA linia 8 (Stock# 025397) i TDP-43ANLS (tetO-hTDP-43-ANLS)
linia 4 (Stock# 014650), adquirides per separat pel grup de recerca als laboratoris
The Jackson Lab (Bar Harbour, USA). Ambdues linies s’han anat creuant a

I'estabulari de la Universitat def il fins a obtenir els ratolins que han heretat els
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dos gens (NEFH-tTA i tetO-hTDP-43-ANLS) "°. Com a resultat de I'neréncia, aquests
ratolins transgénics expressen el gen TARDBP huma sense NLS, nomeés a les
neurones (Walker et al., 2015). Malgrat aixd, aquesta expressio es retarda fins 5
setmanes després del naixement, perqué durant I'embaras i les 5 primeres setmanes
postnatals, els ratolins estan alimentats amb una dieta que conté doxiciclina (dox),
un farmac que inhibeix l'activacié del gen (FIG.11.E i F). Durant tot aquest periode,
previ a la retirada de dox de la dieta, els animals es mantenen sans i sense
simptomes perqué el gen hTDP-43-ANLS (0o TARDBP huma sense NLS) no
s’expressa. En canvi, un cop es retira la dox, es permet I'expressié del gen, ja que la
dox el que fa és bloquejar la proteina transactivadora de tetraciclina (tTA), impedint
que el gen TARDBP huma, que codifica la proteina TDP-43 sense el domini NLS,
s’expressi. Aquesta estratégia de regulacio és crucial per evitar la mort embrionaria o
postnatal prematura, i assegurar que el gen només s'expressi quan es retira

I'inhibidor de la dieta.

En l'estabulari, tots els animals es van allotjar en condicions identiques en un cicle
estandard de llum/foscor de 12 hores amb accés a aigua i menjar ad libitum. Els
ratolins TGs es van posar en gabies juntament amb els ratolins CTL (no TGs) de la
mateixa ventrada (pero els mascles i femelles es mantingueren separats). Tots els
ratolins reproductors i deslletats tant TGs com CTLs van ser alimentats de la mateixa
manera i amb iguals condicions durant tots els experiments; i a partir de les 5
setmanes després del naixement, se’ls hi va canviar la dieta amb dox (200 mg/kg de
dox, Gordon Specialty Feeds) per una dieta de pinso estandard sense dox (dieta

normal).

Per aquest TDR, s’han utilitzat ratolins mascles i femelles indistintament perqué no
s’han descrit diferéncies patoldgiques entre sexes en aquest model (Walker et al.,
2015). Per tant, s’han agrupat les analisis d'ambdds sexes, sense tenir en compte

TONEFH-tTA: gen que correspon a una linia de ratolins que expressa la proteina transactivadora de Tetraciclina
(tTA) sota el control del promotor del gen de la cadena pesada de neurofilament (NEFH). Aixd permet la
regulacio de I'expressio génica de tTA en neurones.

tetO-hTDP-43-ANLS: gen que correspon a una linia de ratolins que expressa una forma de la proteina humana
TDP-43 mancada del senyal de localitzacié nuclear (NLS), sota el control d'un promotor que respon a la tTA
(tetO). Aquesta configuracié permet la regulacié de I'expressié de la TDP-43 humana modificada.
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aquesta variable. S’han analitzat un total de n=7, ratolins TGs; i n=8, ratolins CTL;
per les diferents proves de I'estudi (FIG.11.A). Els ratolins CTL sén aquells que no
han heretat els dos gens (NEFH-tTA i tetO-hTDP-43-ANLS) i que son germans de

camada dels ratolins TGs que si que els han heretat.

Les proves per a I'estudi de comportament s’han realitzat totes a doble cec, que vol
dir que quan s’observen i analitzen els ratolins no es sap si sén TGs o CTLs evitant
que les expectatives o prejudicis que es puguin tenir durant la realitzacio de

I'experiment influeixin en els resultats.

6.3.Analisi dels patrons de comportament

6.3.1.Prova de reflex d’extremitats inferiors

Els reflexos més importants de les extremitats inferiors sén el reflex del tendé rotulia,
el reflex del tend6 d’Aquil-les i el reflex de retirada (Tortora i al., 2019). Per observar
si el ratoli té reflexes a les extremitats, I'animal s’agafa per la cua i s’'observa si en té
0 no. Si en té, obrira les extremitats inferiors completament mantenint-les ben
estirades. En el cas de no tenir reflexos, no podra estirar-les del tot o inclus les
creuara (FIG. 12 A i B). Aquesta prova és realitza un cop per setmana abans de fer
el test de camp obert, i s’observa i apunta si el ratoli estira les extremitats

correctament o no.

FIG. 12. Reflexos de les extremitats. A. Ratoli amb reflex. B. Ratoli sense reflex.
Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).
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6.3.2.Prova de camp obert

El camp obert consisteix en una area amplia oberta limitada per parets on es col-loca
el ratoli (FIG.13.A). L'espai es divideix virtualment en quadrants (FIG.13.B), i es
poden avaluar diverses variables, com el temps que empra I'animal en cada zona, el
nombre de vegades que es col-loca sobre les extremitats posteriors per intentar

sortir, la velocitat, la distancia, etc. (Kraeuter, 2019).

A B

B[ 81 o] Ao | Qe | o 1 i 0|

FIG. 13. Camp obert. A. Caixa camp obert. B. Quadrants virtuals.
Autora: xxx (mitjangant Biorender i camera mobil).

En aquest treball s’han avaluat concretament amb aquesta prova les seguents
variables: Velocitat maxima (Vmax) i Distancia recorreguda. Per I'analisi s’ha utilitzat
el programari SMART que enregistra a través d'una camera els moviments de
I'animal durant els 5 min que estan en el camp obert. Es repeteix 'experiment com a
minim un dia per setmana des de l'activacié de I'expressio del gen TARDBP huma
sense NLS, és a dir, a partir del dia que es canvia la dieta amb dox per una dieta
sense dox (FIG 14. A i B) fins al “punt final” de la vida de I'animal (establert com el

dia en qué 'animal no es pot girar per menjar de manera autdnoma).

FIG. 14. Dieta amb (A) i sense (B) doxiciclina.
Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).

30



ESCLEROSI LATERAL AMIOTROFICA

6.3.3.Prova de reconeixement de doble objecte

Es una prova ampliament utilitzada per estudiar si existeix algun tipus de disfuncié
cognitiva en rosegadors que es duu a terme en la mateixa aula i caixa on es fa la
prova de camp obert. No requereix una formacié prévia exhaustiva i es pot realitzar
en una sola sessid. A meés, els ratolins ja coneixen I'entorn gracies a la prova de
camp obert i ja hi estan adaptats. Per fer el test és important la tria de dos objectes
diferents, els quals els ratolins siguin capagos d’identificar i no tinguin preferéncia per

cap dels dos (Evins i Besheer, 2006).

Per aquesta prova es realitza el seglent procediment (adaptat de Kraeuter |
al.,2017):

-Col-locar primer de manera aleatoria dos objectes iguals que han estat escollits

previament, dins la caixa (FIG.15).

FIG.15. Doble objecte. Caixa amb dos objectes iguals.
Sén dos pots de plastic cilindrics (d’analisis d’orina) amb tap taronja plens d’aigua perqué pesin).
Autora: xxx (mitjangant Biorender).

-Posar el ratoli durant 5 min dins la caixa amb els objectes iguals mentre amb I'ajuda
de crondmetres manuals s’observa i apunta el temps que esta en cadascun dels
objectes, gracies a l'enregistrament amb la camera connectada a l'ordinador que

permet observar els moviments del ratoli mitjangant el programari SMART.

-Després dels 5 min, tornar el ratoli a una gabia individual i mantenir-lo durant mitja

hora en condicions de llum ténue i sense soroll.
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-Després dels 30 min, retirar un dels dos objectes i canviar-lo per [laltre

completament diferent (FIG. 16).

FIG.16. Caixa amb dos objectes diferents.
El pot nou de tap verd és semblant al vell pero de forma quadrada.
Autora: xxx (mitjangant Biorender).

-A continuacié tornar a posar el ratoli dins la caixa durant 7 min i tornar a enregistrar

i cronometrar el temps que passa en cadascun dels objectes.

-Amb el mateix objectiu que en el test de camp obert, netejar la caixa amb alcohol
desinfectant i deixar evaporar cada vegada que s’ha de posar un ratoli a la caixa

perqué no interfereixi a I'olfacte d’aquest.

Amb aquesta prova es pretén avaluar si el ratoli és capag¢ de reconéixer un objecte
nou després de mitja hora d'haver estat exposat a dos objectes completament iguals.
Aixd ens permetra determinar si I'animal és capag¢ de recordar I'objecte vell i, per
tant, mostra menys curiositat per explorar-lo, dedicant més temps a l'objecte nou. Si,
per contra, el ratoli passa el mateix temps amb ambdds objectes, podria indicar
algun tipus d'afectacio cognitiva, ja que no mostraria cap preferéncia exploratoria per
I'objecte nou, la qual cosa podria ser un senyal de deteriorament cognitiu o

demeéncia.

6.3.4.Prova de “ganxo de filferro”

En aquest test s’analitza la pérdua progressiva de la forca de prensid, una mesura
de la forga muscular per agafar objectes amb les extremitats. Es posa el ratoli en

una reixeta de cap per avall (FIG.17) i s’apunta si tarda a caure menys de 30 segons
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amb I'ajuda d’'un crondmetre. Aquesta prova es realitza a “punt final” de cada un dels
ratolins TGs i es compara amb els CTLs.

FIG. 17. Prova del “ganxo de filferro” (en anglés Wire-hang test).
Autora: xxx (mitjan¢cant Biorender).

6.4.Corba de supervivéncia

Per I'obtencié de la corba de supervivéncia, els ratolins es mantenen en les gabies
fins que la malaltia progressa a un estat en qué els animals no poden girar-se ni
accedir al menjar o l'aigua. Aquest moment es considera com el “punt final” de la
supervivéncia, que es reflecteix com el dia final en I'eix de les abscisses de la grafica
en una corba de supervivéncia de Kaplan-Meier (Kaplan, E. L. i Meier, P., 1958).
Aixd ens permet obtenir una representacié precisa de la durada de la vida dels

ratolins sota les condicions de transgenesi.

6.5.Dissecci6 d'organs i teixits

Al “punt final” de l'estudi, es van obtenir les mostres de cervell (FIG.18.A) dels
ratolins TGs i CTLs. Després d’extreure el cervell de dins de la cavitat cranial, es van
dissecar I'hemisferi dret i esquerra de I'escorga frontal fent un tall transversal i un
longitudinal amb un bisturi (FIG.18.B).

33



ESCLEROSI LATERAL AMIOTROFICA

A

FIG.18. Disseccié. A. Encéfal. B. Material de disseccio: bisturi i pinces.
Autora:xxx (foto mitjangant camera mobil).

Abans de la disseccio, els ratolins es van sacrificar seguint les normatives étiques
establertes, mitjangant dislocacio cervical, per garantir el minim patiment possible

dels animals.

6.6.Processament de mostres

Les mostres de cervell es van preparar per les analisis posteriors.

Per western blot es van congelar de manera rapida, en eppendorfs, les escorges
frontals de I'hemisferi esquerra, introduint-los en una espécie de lletera amb nitrogen

liquid (FIG. 19 A) i es van guardar posteriorment en una capsa en un congelador ( a
-80°C).

Per immunohistoquimica cada mostra de I'hemisferi dret es va immergir en un
fixador que contenia Formaldehid 4% (formalina) durant 12h (FIG. 19 B).
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A B

FIG 19. Congelaci¢ i fixacio de mostres. A. Recipient per congelar mostres en Nitrogen liquid per WB.
B. Pots de vidre amb fixador per Immunohistoquimica.

Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).

6.7.Western Blot

El Western Blot és una técnica analitica per detectar proteines especifiques en una
mostra determinada. El procediment realitzat en aquesta técnica consta de diferents

fases principals descrites a continuacio:

6.7.1.Preparacio de les mostres

S’han seguit els seguents pasos:

-Descongelar els eppendorfs que contenen el teixit de cervell (hemisferi esquerre

d’escorga frontal). Mostres obtingudes a “Punt final” de la vida del ratoli.

-Afegir entre 200ul de tamp6 d’homogeneitzacié (té la funcié d’extreure el maxim de
proteines de la mostra). A més, conté inhibidors de proteases (perqué no es
degradin les proteines, 1X Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific, 78429) i un
antioxidant (butilhidroxitolue, BHT)).
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-Triturar i descompondre les mostres amb un homogeneitzador mecanic de teixits

(Polytron) per extreure al maxim les proteines.

-Fer un Assaig de Bradford (aquest assaig es va dur a terme per quantificar la
proteina de les mostres de cervell seguint el protocol de Bradford MM (1976), Bio-
Rad DC protein assay Kit |, 5000001). Per fer la corba de patré Standard es va fer
servir tampo de sérum d’albumina (en anglés s’abrevia BSA). Aquesta quantificacio
la va realitzar el técnic del laboratori del grup de recerca juntament amb altres

mostres i per dur a terme altres experiments.

-A partir d’aquest assaig, s’han utilitzat 15 ug de proteina de cada mostra per aquest
TDR.

-En cada mostra (préviament quantificada per I'assaig de Bradford), afegir un tampo
de carrega 1x (10%SDS, 50% glicerol, 25% B-mercaptoetanol, 0.015% bromofenol
blue 62.5 M, TRIS-HCL pH6.8) de color blau per carregar els gels d’acrilamida per

I’electroforesi.

-Escalfar 5 min a 95°C en un bany per a eppendorfs (FIG. 20 A) amb la finalitat de
desnaturalitzar les proteines i donar-los carrega negativa gracies al Sodium Dodecy!

Sulfate (SDS) que actua com un sabd envoltant les proteines.

-Deixar preparats 15ul de cada mostra (que contenen 15ug de proteina) en
eppendorfs retolats per carregar el gel (FIG.20B).

Nota:
El B-mercaptoetanol actua com un agent reductor dels ponts disulfur (separacié de subunitats
proteiques) afavorint la completa desnaturalitzacié de la proteina. El glicerol aporta viscositat/densitat

i ajuda a dipositar la mostra al fons del pouet del gel evitant que s’estengui als pouets adjacents.

El colorant (Blau de bromofenol) ajuda a carregar el gel per poder visualitzar el moviment de les
mostres en el gel (front electroforetic) perqué es una molecula petita carregada negativament de color

blau que avanga més rapidament que qualsevol altre component de la mostra.
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FIG.20. A. Bany d’eppendorfs. B. Mostres en eppendorfs preparats per ser carregats
al gel d’acrilamida per electroforesi.
Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil)

6.7.2.Electroforesi (0 SDS-PAGE)

L’electroforesi, permet separar les proteines segons el seu pes molecular utilitzant
gels de poliacrilamida (SurePAGE™ Precast gels, 4-20 %, 15 wells GenScript, by
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Aquest
procés es basa en I'aplicacié d’'un corrent eléctric provinent d’'una font d’electroforesi,
que fa que les proteines es desplacin des del pol negatiu cap al positiu, aconseguint

aixi la seva separacio.

El procediment consisteix en:

-Introduir el gel de poliacrilamida (guardat a 4°C) en una cubeta amb un dispositiu
perqué s’aguanti verticalment i afegir fins a la meitat el tampd d’electroforesi (en
angles, tampd Running ), perqué les proteines puguin migrar a través del gel (consta
de 1l d’aigua que conté 25 mM Tris, 190 mM glicina i 0,1% SDS amb un pH de 8,3).
Per formar els pous s’introdueix una petita pinta en el gel. Es manté uns minuts i es
retira quedant els pous formats (les pintes poden ser de varies mides, segons

convingui i les mostres que s’hagin de carregar).
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-En cada pouet carregar 15 pyl de mostra i en el primer pou posar 3 ul del marcador
de pes molecular.

-Cobrir els pouets amb tampd “Running” i la cubeta fins a la meitat.

-Tapar la cubeta i connectar els cables vermell (catidé) i negre (anid) a la font de

corrent.

-Ajustar 'amperatge a 15 mA per un gel i activar la funcié6 "RUN" durant una hora
(FIG.21).

Aquest procés generara un camp eléctric que fara que les proteines migrin cap al pol

positiu, separant-se segons la seva mida i pes molecular.

La separacio depen de la mida dels porus formats a l'acrilamida del gel, que, en
funcié del percentatge dels seus components, permeten el pas de proteines de

diferents mides.

FIG.21. Electroforesi: font i cubeta.
Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).
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6.7.3.Electrotransferencia humida (“wet transfer”)

Es una técnica la qual utilitza corrent eléctric per passar les proteines del gel a la

membrana, de manera rapida i aixi obtenir un alt percentatge de proteina transferida.

S'utilitza una membrana de polifluorur de vinilide (PVDF) que és un tipus de
membrana sintética solida on s’uneixen les proteines quedant immobilitzades per

poder fer la immunodeteccié correctament.
Els pasos a realitzar en aquesta técnica son:

-Equilibrar la membrana amb metanol durant 5 min en una caixeta fent que quedi
submergida i col-locar-la a una altra caixeta (dur a terme dins de la campana, el

metanol és molt toxic i cancerigen).

-Canviar el metanol per tampo “Transfer” 1x (200 ml de tampé (comercial), 100 ml d’
isopropanol i 700 ml de H20) fent que la membrana quedi submergida en el liquid i

deixar-ho reposar.

-Abans de fer la transferéncia, descongelar un producte (de Invitrogen) que serveix
per tenyir la membrana per fluorescéncia que ens permetra quantificar la proteina
total transferida.

-Obrir la cubeta del transferidor i en la part positiva col-locar una esponja.
-Seguidament, retirar el gel de la cubeta d’electroforesi i col-locar-lo en aigua
destil-lada durant 1 min, mentrestant posar la membrana PVDF sobre I'esponja en la

cubeta del transferidor on damunt es col-locara el gel amb compte que no es trenqui.

-Per evitar que quedi aire entre membrana i gel passar un petit rodet (FIG.22.A) fent

una mica de pressio, i seguidament col-locar a sobre una altra esponja.
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-Tancar la cubeta per posar-la al transferidor durant 16 minuts (FIG.22.B).

-Per tenyir les proteines de la membrana es prepara una barreja amb el producte
descongelat que conté: 1x labeling buffer, 19 ml d’aigua MiliQ, 20 pl de reactiu
Derivatizer i 20 pl de Adivatori. Deixar-lo reposar a la foscor abans d’aplicar a la

membrana després de la transferencia.

A B

FIG. 22. A. Cubeta de transferéncia. B. Transferidor.

Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil)

-Després de la transferéncia rentar 2 min amb aigua la membrana transferida.

-Tenyir la membrana amb la solucié de tincié 10 min a la foscor.

-Fer 3 rentades de 2 min amb aigua Milli-Q (FIG. 23 A).

-Col-locar les membranes entre dues fulles de plastic transparent, retirant possibles

bombolles sobre el plastic amb el rodet i posar-les en I'aparell Chemidoc MP Imaging
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System (Bio-Rad) (FIG. 23 B) per fer la foto amb el programa Image lab 4.0.1,
posant els seglents parametres: New single channel, select blots, alexa 546.

Guardar la foto per mostrar la proteina total en els resultats i poder comparar-la amb
els resultats de WB, de manera que és pugui demostrar que els nivells de proteina

total son similars en totes les mostres en les quals s’ha realitzat el WB.

FIG.23. Altres aparells utilitzats en WB. A. Sistema de purificacié Milli-Q per I’obtencié d’aigua ultrapura.

B. Chemidoc per detectar luminescéncia. Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).

6.7.4.Immunodeteccié de proteines

6.7.4.1.Bloqueig de la membrana electrotransferida

Bloquejar la membrana és un pas previ a la immunodeteccio, per tal d’evitar que als
llocs lliures de la membrana que hagin quedat buits després de la transferéncia s’hi
uneixen altres proteines (anticossos), d’aquesta manera s’evita soroll de fons i falsos

positius, evitant emmascarar i dificultar la deteccié de la proteina que es vol detectar.
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Préviament a iniciar el procediment d'immunodeteccié de la proteina d’interés (en
aquest TDR és pretén detectar la proteina TDP-43 humana), s’ha de bloquejar la

membrana amb |-block seguint els seglents passos:

-Escalfar 50 ml de TBS ( de l'anglés Tris buffered saline) i afegir-hi 0,15 g d'l-Block
(Thermo Scientific, T2015) i 50 ml de Tween 20.

-Barrejar bé la solucié utilitzant un agitador magnétic fins que I'-Block es dissolgui
completament. Aquesta solucié ajudara a bloquejar les unions inespecifiques a la

membrana durant el procés de deteccio.
-Col-locar la membrana en una caixeta i abocar-hi 25ml d’l-block.

-Posar-la a I'agitador durant 1 h (FIG. 24 A).

FIG.24. Agitadors: A .Foto placa amb membrana en agitador. B. Foto d’agitador tipus”Roller”
Autora: xxx (foto mitjangcant camera mobil).

6.7.4.2.Incubacié amb I'anticds primari

-Aplicar I'anticos primari (Anti-TDP-43, mouse monoclonal, 60019-2-1g, Protein Tech)
a la membrana, diluit 1/40.000 en TBS-T (La T es refereix al fet que porta detergent
Tween 20), és a dir, posar 1 pl d’ Anticos primari en 40 ml de TBS-T.

42



ESCLEROSI LATERAL AMIOTROFICA

-Préviament col-locar la membrana dins d'un tub enrotllada de manera que en un
agitador tipus “roller” el anticos diluit la cobreixi durant tota la nit a 4°C, perqué es
pugui unir a la proteina TDP-43 humana. Es molt important que la membrana no

s’assequi en tot el procediment (FIG. 24 B).

6.7.4.3.Incubaciéo amb I'anticds secundari

-L’endema, fer 3 rentades de 5 min de la membrana amb TBS-T, al mateix tub en

I'agitador.

-Afegir I'anticos secundari (anti-Mouse IgG, MERCK, NA931) també diluit 1/40.000,

igual que I'anticos primari, perd amb menys temps d’incubacio (1 hora).

-Finalment fer 4 rentades de 5 min amb TBS-T i una rentada de 5 min amb TBS per

eliminar 'anticos restant.

6.7.5.Deteccio de bandes proteiques mitjangant el revelat luminescent

-Preparar per a una membrana una barreja de dos substrats (0,75 ml de cada)
(Immobilon™ ECL Ultra Western HRP Substrate, Merck Millipore, WBKLS0500).

-Aplicar la barreja a la membrana que s’ha dipositat en una caixeta i deixar incubant
5 minuts, vigilant que el liquid cobreixi bé tota la membrana.

-Treure I'excés de substrat i col-locar la membrana entre dues lamines de plastic
transparent i amb I'ajuda d’un petit rodet treure I'aire que hi hagi entre la membrana i

el plastic.

-Posar-ho dins de I'aparell Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad) i amb el mateix
programari utilitzat per fer la foto de proteina total després de la transferéncia,
canviar els parametres ara a luminescent.

-En aquest revelat, lI'enzim peroxidasa catalitza la transformacié d'un substrat

quimioluminiscent i genera llum a partir de l'oxidacié del luminol en preséncia de
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peroxid d'hidrogen (FIG.25). Aquesta llum és captada per una camera associada a

I'ordinador.

Aquest és un métode de revelat molt rapid i net per tal de visualitzar el resultat de la

immunotincio.

Charmilumifssoant
Substrabe

E"“’
19D ta

LIPS

Mambrana

Fig. 25. Esquema del procés d’'immunodeteccié. (web: Anti-rabbit IgG, HRP Antibody | Cell Signaling
Technology | Cell Signaling Technology)

6.8.Immunohistoquimica

La immunohistoquimica (IHC) és una técnica de laboratori utilitzada per detectar la
preséncia i la localitzaci6 de proteines especifiques dins de teixits bioldgics

mitjangant anticossos.

Aquesta tecnica combina la histologia (I'estudi dels teixits) amb la immunologia (I'us
d'anticossos especifics per reconéixer antigens). La finalitat és identificar marcadors
proteics especifics, en el nostre cas per veure si s’ha sobreexpressat el gen
TARDBP sense NLS en les neurones del ratoli i avaluar on es troba localitzada la

proteina TDP-43 humana, en mostres de cervell a “Punt final” de la vida del
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ratoli.Aquesta prova consisteix a realitzar una reaccié amb I'enzim peroxidasa (HRP)
per amplificar el senyal. Aquest enzim catalitza una reaccidé que converteix un
substrat incolor (diaminobencidina (DBA)) en un producte de color marré que es pot
veure al microscopi optic. Per aquest TDR, el procediment d'immunoperoxidasa es
va dur a terme pel Servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital[ | | . seguint el

protocol redactat en I’Annex 4.

Els resultats d’aquest TDR es van obtenir mitjangant I'observacié al microscopi i la
captura d’'imatges que es va fer a través de la camera acoblada a l'ordinador
(FIG.26).

FIG.26. Foto Microscopi amb ordinador connectat a la camera.
Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).

6.9.Analisi de dades i estadistica

Per l'analisi dels resultats, s’han utilitzat diferents programaris amb funcions
especifiques:
Excel: per guardar i gestionar les dades recollides durant els experiments.

GraphPad Prism: per a I'analisi estadistica i la creaci6 de grafiques.

En el test de camp obert s’ha fet I'analisi d’Anova de dues vies. Amb aquesta analisi

es pot examinar l'efecte principal de la transgénesi (CTLs vs TGs) i la interaccié
entre la transgénesi i el temps, és a dir, si l'efecte de ser transgénic o no varia en

funcié del temps.
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En I'estudi de supervivéncia, s’ha obtingut la corba de Kaplan-Meier, per determinar

la probabilitat de supervivéncia dels ratolins TGs respecte als CTLs al llarg del

temps.

En el test de doble objecte, s’ha aplicat la técnica estadistica coneguda com a prova

t de Student. Aquesta técnica ens permet comparar les mitjanes del temps que
passen en cada objecte els ratolins CTLs i TGs per determinar si hi ha diferéncies
significatives entre ells. Amb aquesta prova t de Student verifiquem si les diferéncies
observades son degudes a l'atzar o si, en canvi, reflecteixen una diferéncia real entre

les dues condicions.

La preferéncia per I'objecte nou es va calcular mitjangant I'index de discriminacio
(ID), que es va obtenir dividint el temps dedicat a explorar I'objecte nou pel temps

total d'exploracié dels objectes (nou i vell) durant els primers 20 segons d'interaccio.

Aquest index també es va sotmetre a la prova t de Student per determinar si hi havia

diferéncies significatives entre els animals transgénics i els controls

7.RESULTATS | DISCUSSIO

7.1.Estudi de comportament

S’han dut a terme diverses proves de comportament per avaluar els efectes de la
sobreexpressio de TARDBP huma sense NLS, en els ratolins TGs i CTLs. Aquestes
proves han permés examinar com la modificacio en el gen TARDBP huma afecta les
funcions motores dels ratolins, incloent-hi la forca, la capacitat de moviment i la
funcid cognitiva amb l'objectiu d'identificar possibles déficits motors i cognitius

associats a la sobreexpressio d'aquest gen huma modificat.
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7.1.1.Canvis en la Velocitat Maxima i la Distancia Recorreguda

Els resultats obtinguts en el test de camp obert mostren l'impacte, a partir de la

retirada de la dox, en el comportament motor del grup TG respecte al grup CTL.

A la grafica (FIG.27.A), on s’ha mesurat la variable velocitat maxima (Vmax),

s’observen diferéncies significatives el dia 30, amb una velocitat maxima reduida en
els TGs respecte als CTLs, la qual cosa evidencia I'efecte negatiu de la retirada del

tractament.

A la grafica (FIG. 27.B), on s’ha mesurat la distancia recorreguda (Dist), s’observa
que entre els dies 9 i 30, el grup TG recorre distancies significativament més grans

que el grup CTL.

No obstant aix0, als 30 dies aquesta distancia tendeix a disminuir (FIG. 27.B),

coincidint amb la disminucié observada de la Vmax dels ratolins TGs (FIG. 27.A).

A més, a la FIG. 28.A, es mostra una imatge representativa del trajecte que realitzen

els ratolins CTL durant el test de camp obert als 23 dies després del naixement.

S’evidencia que aquests ratolins es desplacen principalment per la vora de la caixa,
evitant explorar-ne el centre, un comportament tipic d'animals que intenten

minimitzar el risc de ser atacats per depredadors.

En canvi, els ratolins TGs, recorren tota la caixa (FIG. 28.B), incrementant

significativament la distancia recorreguda en comparacié amb els ratolins CTL.

Aquest increment en la distancia recorreguda per tota la caixa, demostra que els
ratolins TGs no prenen precaucions per evitar un possible atac, fet compatible amb
un comportament que podria estar relacionat amb una alteracié cognitiva, com la

demeéncia.
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FIG. 27. A. Velocitat maxima (A) i Distancia recorreguda (B) dies després de la retirada de la doxiciclina.
Analisi d’Anova de dues vies. p <0.01. Autora: xxx (Grafica amb Graph Prism).

En resum, els resultats de la distancia recorreguda en el test del camp obert
demostren que hi ha un pic maxim d'hipermotilitat en els ratolins TGs als 23 dies
(FIG. 27.B), que disminueix als 30 dies, com s'observa tant en la grafica (FIG. 27.B)
com en la imatge del trajecte recorregut (FIG. 28.C). Aquesta disminucié s'associa
també amb una reduccié de la velocitat maxima (Vmax) als 30 dies (FIG. 27.A), fins
al punt en qué el ratoli deixa de moure's, com es pot observar en la imatge del ratoli
a "punt final" (FIG. 29). Aquests canvis en la motilitat podrien estar relacionats amb

alteracions neurologiques subjacents, causades per un possible augment i/o
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acumulacio de la proteina TDP-43 al citoplasma de les neurones, produida per la

sobreexpressio del gen huma TARDBP sense NLS.

Per altra banda, s'ha descrit que els pacients amb ELA presenten hipermetabolisme
(Steyn FJ i al.,, 2018), la qual cosa podria ser una de les causes per les quals els
ratolins TGs recorren llargues distancies. Aquesta alta activitat motora podria ser la

consequéncia de I'hipermetabolisme associat amb la malaltia.

A B Cc

FIG. 28. Imatges representatives dels trajectes dels ratolins mesurats en test camp obert després de 5
minuts: d’un ratoli CTL (A) i un ratoli TG (B) a 23 dies sense doxiciclina, i d’'un ratoli TG a 30 dies sense
doxiciclina (C). Les imatges del trajecte recorregut han estat obtingudes amb el programari SMART i
capturades a I’ordinador. Autora:xxx (foto mitjangant camera mobil).

FIG. 29.”Punt Final” de la vida del ratoli. Foto obtinguda en la caixa de camp obert.

Autora: xxx (foto mitjangant camera mobil).

7.1.2.Déficits en la forca de prensid, tremolor i abséncia de reflexos de
les extremitats

Els resultats dels diferents tests demostren que els ratolins TGs desenvolupen una
série d'alteracions motores entre els 16 dies i “punt final” de la retirada de dox (Taula
1), comengant per un tremolor fi en les extremitats anteriors i posteriors (dies 16, 23,

30 i “punt final”). En aquest periode també s’observa una abséncia de reflexos en les
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extremitats. Tots aquests déficits motors sén signes que es manifesten en I'ELA
(Sintomas del ELA | Fundacion Francisco Luzon (ffluzon.org)). El tremolor podria
reflectir un dels primers simptomes de deteriorament neuromuscular en I'ELA, a
causa de la disfuncioé progressiva de les neurones motores superiors i inferiors. Per
altra banda, I'abséncia de reflexos 3n 13w extremitats que s’observa en els ratolins
TGs és un signe tipic de la degeneracio de les neurones motores inferiors, les quals

controlen directament la resposta muscular als estimuls.

Finalment, en la prova del ganxo de filferro, només avaluada a “punt final”, s’observa
un déficit en la forca de prensid de les extremitats suggerint que, a mesura que la
malaltia avanga, les funcions motores més basiques, com la capacitat d’agafar-se a
un objecte, es veuen greument afectades. Aquest resultat concorda amb el que
s'observa en pacients amb ELA, que mostren una atrofia muscular greu en les

etapes més avangades de la malaltia (Brown R.H. & Al-Chalabi A, 2017)

Taula 1. Avaluacioé de déficits motors: tremolors i reflexos.

CTL |Tremolors| Reflexes TG Tremolors | Reflexos
dia 16 dia 16 dia 16 dia 16
F58.0 | no si vss.o [
F58.1 no si M58.1 si no
F58.2 no si M59.0 si no
M59.2 no si M59.1 si no
M59.3 no si F59.1 si no
F59.0 no si F59.3 si no
F59.2 no si F59.5 si no
F59.4 no si
CTL |Tremolors| Reflexes TG Tremolors | Reflexos
dia 23 dia 23 dia 23 dia 23

F58.0 | no si vss.o
F58.1 no si M58.1 si no
F58.2 no si M59.0 si no
M59.2 no s3 M59.1 si no
M59.3 no si F59.1 Si no
F59.0 no si F59.3 si no
F59.2 no si F59.5 si no
F59.4 no si
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CTL |Tremolors| Reflexes TG Tremolors | Reflexos
dia 30 dia 30 dia 30 dia 30

F58.0 no si M58.0

F58.1 no si M58.1 si no

F58.2 no si M59.0 si no

M59.2 no si M59.1 si no

M59.3 no si F59.1

F59.0 no si F59.3

F59.2 no si F59.5

F59.4 no si

CTL |Tremolors| Reflexes | Forca TG |Tremolors | Reflexos Forga
P.Final P.Final P.Final P.Final P.Final P.Final

F580 | no i si [msso| s [ no | no
F58.1 no si si M58.1 si no no
F58.2 no si si M59.0 si no no
M59.2 no si si M59.1 si no no
M59.3 no si si F59.1 si no no
F59.0 no si si F59.3 si no no
F59.2 no si si F59.5 si no no
F59.4 no si si

Nota: Els espais en vermell, on no hi ha anotada I'observacio és perque
els ratolins no han sobreviscut a aquests dies. si: significa preséncia i no: abséncia.

7.1.3.Disfuncioé cognitiva

Els resultats obtinguts en el test de doble objecte indiquen que els ratolins TGs
passen aproximadament el mateix temps investigant i explorant I'objecte nou que
I'objecte vell (FIG. 30.B), mentre que el temps total d’exploracioé de I'objecte nou en
els CTLs és significativament més gran (FIG. 30.A). Aquests resultats demostren
que els ratolins TGs sofreixen alguna alteracio en la funcié cognitiva donat que tots
dos objectes els semblen igual de nous. Aquests ratolins TGs podrien patir una
deméncia a causa de lincrement de TDP-43 alterada en el citoplasma de les
neurones cerebrals. En canvi, s’ha observat que el grup CTL es passa molta més
estona explorant I'objecte nou i, per tant, no mostraria deteriorament cognitiu, ja que
els ratolins reconeixen durant més temps l'objecte nou o desconegut, tenint més
curiositat per aquest i deixant de banda I'objecte vell, que ja havien investigat

préviament.
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FIG.30. Temps d’exploraci6 d’objectes en ratolins CTLs (A) i TGs (B). index de discriminacié (C). Prova t-
student, **p<0.05. Autora: xxx (Grafica amb Graph Prism).

Aquests resultats es confirmen en la grafica (FIG. 30.C) que avalua I'index de
discriminacio, sent aquest més alt en els CTLs respecte als TGs i estadisticament
significatiu segons la prova t-student.

7.2.Estudi de Supervivencia

7.2.1 . Variabilitat en la Supervivéncia

Es va generar una corba de supervivencia Kaplan-Meier per avaluar la supervivéncia

dels ratolins TGs respecte als CTLs. La grafica (FIG. 31) mostra que la fase critica
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de mortalitat es va concentrar entre els dies 24 i 27 sense dox, amb una
supervivéncia maxima de 52 dies.
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FIG. 31. Corba de supervivéncia Kaplan-Meier, p<0.01. Autora: xxx (Grafica amb Graph Prism).

Els autors que generaren el ratoli TG descriuen que els seus ratolins moren
prematurament arribant a la fase terminal entre les 8 i les 18 setmanes sense dox,
amb una supervivéncia mitjana de 10,3 setmanes. En canvi, els resultats de
supervivéncia dels ratolins analitzats en aquest TDR mostren una supervivéncia
mitjana més baixa, arribant a la fase terminal (“punt final”) entre 1 i 12 setmanes
sense dox, amb una supervivencia mitjana de 6,5 setmanes.

Els resultats de la grafica també demostren que existeix una diferéncia de dies entre
el ratoli que mort primer (als 8 dies, 1era setmana) i I'iltim (als 52 dies, 12ena
setmana). Aquest fet és comparable amb el que passa amb humans, ja que aquests
presenten una alta variabilitat individual de supervivencia entre 1 i 10 anys
(Swinnen, B. i Robberecht, W, 2014). Una explicacié d'aquesta variabilitat podria ser
que el nombre de copies dels dos gens que hereta el ratoli TG estigui augmentat en

els ratolins que progressen meés rapidament per alguna causa desconeguda. No
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obstant aixd, no hi ha constancia d’aquest fet en el disseny original del model de
ratoli (Walker i al.,2015) i, per tant, es requeririen més estudis. Una altra possibilitat
estaria condicionada per factors ambientals que afecten la supervivéncia,
independentment de la genética. Encara que les condicions en I'estabulari son les
mateixes per a tots els ratolins, podrien existir factors desconeguts que influeixin en
els resultats. Per aquest motiu, sovint s’observen diferéncies en la supervivéncia
dels ratolins generats en diferents estabularis i és estrictament necessari dur a terme
aquests experiments en cada un d’ells per després poder validar i confirmar els

resultats.

7.3.Estudi bioquimic i cel-lular

7.3.1.Canvis en els nivells i deslocalitzacio de la proteina TDP-43

7.3.1.1.Western Blot

Els resultats del WB demostren que la proteina TDP-43 humana s’expressa nomeés
en els ratolins TG que son els que estan modificats genéticament (tenen TARDBP

huma sense NLS).

A la FIG. 32.A s’observa una banda intensa de 43 kDa (segons el marcador de
pesos moleculars, “Marker” en anglés, que indica el pes molecular de cadascuna de
les bandes) en les mostres dels ratolins TGs, confirmant que el gen TARDBP huma
s'ha expressat. En canvi, les mostres dels ratolins CTL no mostren la mateixa
intensitat de senyal, la qual cosa indica I'abséncia de la proteina TDP-43 humana
(FIG. 32.A).

La FIG. 32.B correspon a la tincié de totes les proteines de carrega de la mostra.
S'hi observa un gran nombre de bandes en cada carril, amb nivells similars entre els
ratolins CTLs i TGs, la qual cosa indica que els resultats de la FIG. 32.A son

clarament significatius.
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FIG. 32. A. Deteccié dels nivells de proteina TDP-43 humana ( pes molecular: 43KDa) en mostres
d’escorga frontal de cervell de ratoli mitjangant Western Blot, a “Punt final” de la vida del ratoli. B. Tincié

de membrana per mostrar la proteina de carrega total. Autora: xxx (Foto Chemidoc).

7.3.1.2.Immunohistoquimica

A partir de immunoperoxidases realitzades pel Servei d’Anatomia Patologica de
I'Hospital |l amb el mateix anticos utilitzat per WB, contra la proteina TDP-43
humana, es van obtenir en aquest TDR les imatges al microscopi mitjangant una
camera connectada a un ordinador i es van seleccionar les imatges més

representatives que es mostren en la FIG. 33.

En les imatges s’observa que existeix un patré especific de tincidé (color marrd)
(FIG.33 B) que reflecteix la distribucio i localitzacié de la proteina TDP-43 en el teixit

neuronal d’escorca frontal.
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Com es pot veure en la FIG.33., tots els nuclis de les cél-lules neuronals estan
tenyits de blau mitjangant una tinci6 amb el colorant hematoxilina, mentre que la
proteina TDP-43 humana es tenyeix marré i s’observa principalment en el citoplasma
de la majoria de les neurones dels ratolins TGs (FIG. 33. B) mentre que en els CTLs
no s’observa (FIG. 33. A).

Aquests resultats sén d’una gran rellevancia en el context de 'ELA. En condicions
normals, la TDP-43 és una proteina nuclear que regula la transcripcio i
I'empaquetament de 'ARN. No obstant aix0, en diverses MND, entre elles 'ELA, es
produeix una alteracid en la localitzacié d’aquesta proteina, provocant la seva
acumulacié patologica en el citoplasma de les neurones. Per tant, el marcatge
predominantment citoplasmatic observat en aquest estudi és un tret distintiu de les

inclusions de TDP-43 que es veuen en pacients amb ELA (Ho i al, 2024).

Aquesta redistribucié de la proteina, sovint acompanyada d’agregats o inclusions
citoplasmatiques, esta associada amb la disfuncié neuronal i pot contribuir a la mort

cel-lular.

L’exclusié de TDP-43 del nucli implica que les seves funcions nuclears es perden, fet

que podria interrompre la regulacié génica normal i potenciar la neurodegeneracio.

L'abséncia de marcatge en algunes neurones suggereix que no totes les cél-lules
neuronals estan afectades de la mateixa manera o en la mateixa etapa. Aixd podria
reflectir les diferents fases de la malaltia o la variabilitat en la susceptibilitat de

diferents poblacions neuronals a I'acumulacié de TDP-43 en el citoplasma.

Tot i que en les imatges sembla apreciar-se cumuls més densos en el citoplasma

(possibles agregats), no s’han realitzat proves per demostrar que ho son.
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FIG.33. Inmunoperoxidasa amb anti-TDP-43 (de ratoli) dirigit contra la proteina TDP-43 humana en
mostres de cervell (escorga frontal) de ratolins CTLs (A) i TGs (B) a “Punt final”. L’anticos 2ari és un
anti-ratoli (reconeix els anticossos primaris de ratoli). Escala: 50 pm.

8.CONCLUSIONS

Per comprendre millor la malaltia de I'esclerosi lateral amiotrofica (ELA), s’ha
realitzat aquest treball de recerca utilitzant un model animal de ratoli transgénic que
porta un gen huma modificat, anomenat TARDBP, associat a 'ELA. Aquest gen
codifica una proteina anomenada TDP-43. En aquest ratoli transgénic, a la proteina
TDP-43 humana li manca un domini necessari perque aquesta pugui entrar al nucli
de la cél-lula (anomenat domini de la sequéncia de localitzacié nuclear). Aixo
provoca que els ratolins transgénics desenvolupin simptomes similars als de la
malaltia de 'ELA.

La hipotesi formulada en aquest treball de recerca es confirma, ja que es demostra
que els ratolins transgenics que sobreexpressen el gen huma TARDBP sense la
sequeéncia de localitzacié nuclear, associat a 'ELA, presenten alteracions motores,
cognitives, una menor supervivéncia i acumulen la proteina TDP-43 al citoplasma

neuronal.

Per tant, les conclusions es basen en 'assoliment dels objectius plantejats per poder

confirmar la hipotesi. Aquestes conclusions sén:
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1-Es demostra que els ratolins transgenics tenen un deteriorament progressiu i sever
de les funcions motores, amb manifestacions cliniques que inclouen la pérdua de
forca de prensid, tremolors, i abséncia de reflexos. Aquestes alteracions
neuromotores, juntament amb la reduccié de la supervivéncia, suporten la validesa

d'aquest model animal i simulen el mateix que ocorre en la malaltia de 'ELA.

2-En el present estudi, la supervivéncia mitjana dels ratolins transgenics es baixa
(6,5 setmanes) comparada amb la reportada en altres estudis previs (10,3
setmanes), suggerint que existeixen factors no genetics, probablement ambientals

que afecten a la supervivéncia del model estudiat.

3-Es demostra que els ratolins transgeénics presenten déficits cognitius significatius,

mentre que els ratolins control mantenen una funcié cognitiva dptima.

4-Es confirma que tots els ratolins transgénics analitzats, contenen la proteina TDP-
43 humana en el cervell, en canvi, els controls (com no estan modificats

geneticament) no la presenten.

5-S’observa una redistribucio de la proteina TDP-43 en el teixit cerebral dels ratolins
transgénics, caracteritzada per la seva acumulacié predominantment citoplasmatica
en neurones. Aquest patro de tincid, es consistent amb el que s'observa en la
malaltia de I'ELA. L’acumulacié citoplasmatica de TDP-43 es considera un dels
factors associats a la neurodegeneracié. A més, la variabilitat del marcatge observat
en els ratolins transgénics, suggereix que diferents poblacions neuronals podrien

estar afectades de manera desigual.

9.LIMITACIONS DEL TREBALL

Per comprendre fins on es poden aplicar els resultats obtinguts i qué cal millorar en

futurs estudis s’han de tenir en compte algunes limitacions en aquest estudi.
Es coneix que els ratolins transgénics sén models molt utils per estudiar les malalties

neurodegeneratives, aixi i tot, no poden representar completament totes les

caracteristiques de la malaltia en humans, donat que existeixen diferéncies
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genetiques i fisiologiques propies de l'espécie i que no sempre tindran una

aplicabilitat clinica.

Per altra banda, 'ELA és una malaltia multifactorial, i per tant el model de
sobreexpressio de TDP-43 humana no representa la totalitat dels factors patogenics
implicats en la malaltia. Per aixd, també és important estudiar més d’un model
experimental i que els resultats siguin reproduibles. Validar els resultats en altres
especies, en cultius cel-lulars humans o en altres models experimentals, pot ser clau
per estudis futurs. Ara bé, el model de ratoli transgénic estudiat en aquest Treball de
Recerca ens ajuda a comprendre moltes de les caracteristiques de 'ELA com queda

demostrat en els resultats del treball.

En cas d’ampliar I'estudi per analitzar si existeixen diferéncies entre sexes, seria
necessari augmentar el nombre de mostres per obtenir resultats estadisticament

significatius i assegurar que els resultats siguin aplicables a ambddés géneres.

L’estudi bioquimic i cel-lular s'ha centrat exclusivament a avaluar la proteina TDP-43
humana en l'escor¢a frontal de cervell, perd no en la medul-la espinal. Aquesta
proteina humana alterada no només s’hauria d’acumular en el citoplasma de les
neurones del cervell, sind també en les de la medul-la espinal, que sbén les
responsables de la connexié amb els musculs esquelétics. La neurodegeneracié en
aquestes motoneurones de la medul-la espinal esta demostrat que porta a I'atrofia
muscular, caracteristica de I'ELA i, per tant, seria convenient analitzar aquesta area

del sistema nervids central en futurs estudis.

Per ultim, considero que és dificil controlar tots els factors que poden influir en els

resultats d’aquest estudi. Per exemple, petites diferéncies en la dieta, en 'ambient o
en la manipulacié dels ratolins podrien influir en la resposta al gen induit o en el

comportament dels animals afectant la reproductibilitat dels experiments.
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11.ANNEXES

Annex 1

Experiment Camp obert

data260624

Vmax 1d CTL TG Dist 1d CTL TG
F58.0 50,25 | M58.0 | 46,71 | F58.0 2455,7 | M58.0 2351
F58.1 59,8 | M58.1 41 | F58.1 2514,5 | M58.1 2485,4
F58.2 67,52 | M59.0 | 46,25 | F58.2 3274,1| M59.0 2129,5
M59.2 44,59 | M59.1 | 38,08 | M59.2 2814,8 | M59.1 1915,3
M59.3 129 |F59.1 |51,38|M59.3 2560,6 | F59.1 2940,3
F59.0 55,28 | F59.3 129 | F59.0 2612,0| F59.3 2560,6
F59.2 60,03 | F59.5 |58,45 | F59.2 2674,1 | F59.5 2867,5
F59.4 49,54 F59.4 1990,5

data

050724

Vmax 9d CTL TG Dist 9d CTL TG

F58.0 67,31 | M58.0 | mort | F58.0 2588 | M58.0 | mort
F58.1 46,49 | M58.1 | 42,82 | F58.1 1603 | M58.1 2528,4
F58.2 46,61 | M59.0 | 53,23 | F58.2 1829 | M59.0 1868,2
M59.2 57,69 | M59.1 | 40,63 | F58.3 2704 | M59.1 1963,9
M59.3 67,36 | F59.1 |54,85|F58.4 1921 | F59.1 2224,6
F59.0 53,82 |F59.3 | 68,74 | F58.5 1749 | F59.3 2663,1
F59.2 72,17 |F59.5 |81,95|F58.6 2643 | F59.5 2887,9
F59.4 53,93 F58.7 1940

data

120724

Vmax 16 d |CTL TG Dist 16d | CTL TG

F58.0 74,29 | M58.0 F58.0 2074 | M58.0

F58.1 41,58 | M58.1 | 55,09 | F58.1 776 | M58.1 4392,1
F58.2 68,5 | M59.0 | 45,58 | F58.2 2140 | M59.0 3628,5
M59.2 54,46 | M59.1 | 47,78 | M59.2 2070 | M59.1 3591,4
M59.3 59,94 | F59.1 |55,09 | M59.3 2327 | F59.1 4819,4
F59.0 66,05 | F59.3 |101,5|F59.0 1924 | F59.3 6152,2
F59.2 134,2 | F59.5 | 69,71 | F59.2 3004 | F59.5 8457,5
F59.4 57,49 F59.4 1905
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data

190724

Vmax 23d | control TG Dist 23d |CTL deltaNLS
F58.0 69,61 | M58.0 F58.0 1893 | M58.0

F58.1 66,04 | M58.1 | 14,72 | F58.1 1281 | M58.1 506,85
F58.2 64,86 | M59.0 | 56,31 | F58.2 1570 | M59.0 3787,9
M59.2 73,39 |M59.1| 51,7 |M59.2 1808 | M59.1 | 4348,6
M59.3 80,73 | F59.1 |67,26 | M59.3 1666 | F59.1 5758,3
F59.0 79,01 |F59.3 | 71,66 | F59.0 1160 | F59.3 9177
F59.2 108,9 | F59.5 | 74,69 | F59.2 2786 | F59.5 7320,1
F59.4 56,26 F59.4 934,6

data

260724

Vmax 30d | CTL TG Dist 30d | CTL TG

F58.0 61,43 | M58.0 | mort | F58.0 1526 | M58.0 | mort
F58.1 95,39 | M58.1 | mort | F58.1 2301 | M58.1 | mort
F58.2 69,72 | M59.0 | 46,76 | F58.2 1593 | M59.0 | 3455,3
M59.2 80,73 | M59.1 | 45,74 | M59.2 2510 | M59.1 3126,9
M59.3 68,4 | F59.1 | 56,57 | M59.3 6,44 | F59.1 6670,7
F59.0 81,69 | F59.3 | mort | F59.0 2288 | F59.3 | mort
F59.2 97,85 |F59.5 | mort | F59.2 3127 | F59.5 | mort
F59.4 56,19 F59.4 1763

Nota: les dades marcades en vermell han estat extretes de I'analisi estadistica
perqué son dades considerades outliers. Un outlier (o valor atipic) és un punt de
dades que es troba significativament allunyat de la resta de les dades en un conjunt.
Per reconéixer si les dades son outlier s’ha utilitzat el programari Outlier calculator
(graphpad.com). Els outliers poden ser errors metodoldgics de I'experiment dels
quals no se’n coneix la causa.
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Annex 2

Experiment Doble Objecte
dia 16 data 12/07/24 OBJECTES (QUADRAT (NOU)/CILINDRIC(VELL))

CTL NOU |VELL SUMA | INDEX
F58.0 25,28 18,64 43,92 |0,575592
F58.1 17,44 1,4 18,84 | 0,92569
F58.2 34,3 17,75 52,05 |0,658982
M59.2 20,66 14,67 35,33 | 0,584772
M59.3 39,87 25,36 65,23 |0,611222
F59.0 51,11 16,63 67,74 | 0,754503
F59.2 27,27 17,12 44,39 |0,614328
F59.4 23,19 13 36,19 |0,640785
TG NOU |VELL INDEX
M58.1 17,95 16,239 34,189 | 0,525023
M59.0 18,15 17,28 35,43 | 0,512278
M59.1 19,14 16,84 35,98 | 0,531962
F59.1 27,55 21,77 49,32 | 0,558597
F59.3 22,9 18,08 40,98 | 0,558809
F59.5 17,53 19,48 37,01 | 0,473656
Annex 3

"punt final"supervivencia

EXP ratolins TGs

M58.0 | dia 8

M58.1 | dia 24

M59.0 | dia 49

M59.1 | dia 52

F59.1 |dia 49

F59.3 |dia 24

F59.5 |dia 27

Nota: dies sense doxiciclina. De ratolins CTLs no se’n va morir cap en tot el periode de temps estudiat.
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Annex 4

El protocol del procediment de la immunoperoxidasa seguit pel Servei d’Anatomia

patologica de I'Hospital |JJJli] ha estat el segiient:

Preparacio de les mostres de teixit:

-Fixar les mostres de cervell, per mantenir la seva estructura i la integritat dels
epitops proteics (sequiéncies d’aminoacids (AA) que formen part de I'antigen al qual
esta dirigit I'anticos) amb formaldehid al 4% (formalina) durant 12 h i després
incloure’l en parafina. Es tallen seccions fines del bloc de parafina amb un microtom

(generalment de 3 a 5 micrometres de gruix) i s'adhereixen a portaobjectes de vidre.

Desparafinat i rehidratacio:

Les seccions de teixit incloses en parafina es tracten amb xilé (solvent organic per
eliminar la parafina), i després es rehidraten mitjangant una série de banys d'alcohol
(en cubetes de vidre) de concentracio decreixent (100%, 95%, 70%) fins a arribar a
I'aigua destil-lada. Aquest pas és necessari per preparar els teixits per a la deteccid

amb anticossos.

Recuperacio d'epitops:

La fixaci6 amb formaldehid pot ocultar els epitops (les parts de I'antigen
reconegudes pels anticossos), aixi que és habitual realitzar una recuperacié
d'epitops mitjangant calor (Heat-Induced Epitope Retrieval, HIER). Aixo
s'aconsegueix incubant les seccions de teixit en una solucié tamponada (com citrat o
EDTA) a alta temperatura, sovint en un bany maria o al microones. En aquest cas
no va ser necessari ja que I'anticds que es va utilitzar contra TDP-43 huma és molt
especific i reconeix I'antigen per poc que n’hi hagi d’exposat. S’ha utilitzat el mateix

anticos primari que en el WB.

Bloqueig de la unio inespecifica:

Per evitar que els anticossos s'uneixin de manera inespecifica a altres components
del teixit, bloquejar-les préviament amb un sérum normal de cabra (és a dir de
diferent espécie que l'anticos secundari). Aquest pas millora I'especificitat de la

deteccid, evitant encreuaments inespecifics.
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Aplicacié de I'anticoés primari:
Incubar el teixit amb |'anticos primari (anti-TDP-43) contra I'antigen diana que és un

epitop de la proteina TDP-43 humana, durant 2 hores a temperatura ambient.

Rentades:
Les seccions es renten repetidament amb una solucié de rentat (Phosphate-Buffered

(PBS)) per eliminar I'excés d'anticds primari no unit.

Aplicacié de I'anticos secundari:
S'aplica un anticos secundari que reconeix l'anticos primari. Aquest anticos esta
conjugat amb un enzim (la peroxidasa) per permetre la deteccié del senyal. La

incubacio dura 45 minuts.

Detectar el senyal:
A l'anticos secundari se li afegeix un substrat cromogénic (com el DAB,
diaminobenzidina) que reacciona amb I'enzim per produir un canvi de color visible

(marroé-lilos).

Contratincié
Per millorar la visualitzacié de la morfologia del teixit, realitzar una contratincié amb

hematoxilina, per tenyir els nuclis cel-lulars de color blau.

Muntatge:

Per poder observar les mostres al microscopi optic es procedeix a deshidratar les
seccions passant ara per una seérie d'alcohols d'augment progressiu de concentracio,
seguits de xile. Posteriorment, aplicar el medi de muntatge Dibutylphthalate

Polystyrene Xylen (DPX) i col-locar una coberta de vidre sobre el portaobjectes.
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