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ACSF: artificial cerebrospinal fluid.
AD: Alzheimer’s disease.

AMPAR: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor.

ANOVA: Analysis of variance.
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protein Kinase I1.
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domain.

GTP: guanosine triphosphate.
HFS: high-frequency stimulation.
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l. Introduction

1  Regulator of G protein signaling 14 (RGS14)

Classically defined G protein signaling begins with a heterotrimeric G protein
(GoPy) (Albert & Robillard 2002; Neves et al 2002) bound to a G protein-coupled receptor
(GPCR). GPCR activation promotes guanosine diphosphate (GDP) release and subsequent
guanosine triphosphate (GTP) binding to activate Ga. Activation of Ga leads to
dissociation/rearrangement of the heterotrimeric complex and allows Ga and Gy to interact
with downstream effectors. As a GTPase, the a-subunit then rapidly initiates its own
inactivation through GTP-hydrolysis and returns to its basal state (Ga-GDP), where it can
bind GBy once more and reassociate with a GPCR (Gilman 1987; Hamm 1998; Hepler &
Gilman 1992). This GTPase cycle of G protein activation and deactivation is subject to
regulation by members of the regulators of G protein signaling (RGS) family. RGS proteins
contain a canonical RGS domain of = 120 amino acids, which binds activated G proteins and
acts as a GTPase-activating protein (GAP) to catalyze GTP hydrolysis and accelerate the G
protein cycle (De Vries et al 2000; Hollinger & Hepler 2002; Ross & Wilkie 2000; Woodard
et al 2015) (figure 1).

oG

Basal resting state G-protein activation

Agonist
bm
\/
00

/\

f dmi 3

Pi

Figure 1. Diagrammatic representation of the activation of trimeric G proteins upon agonist binding to G-
protein-coupled receptors. GDP: guanosine diphosphate; GTP: guanosine triphosphate; GPCR: G protein-
coupled receptor; PM: plasma membrane; Pi: phosphate; RGS: regulator of G-protein signaling.
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l. Introduction

RGS14 is a member of R12 subfamily of RGS proteins. RGS14 has multiple domain
structure: a N-terminal RGS domain of 119 amino acids; a C-terminal G protein regulatory
(GPR, also known as GoLoco) domain of 22 amino acids; and two central tandem Raf-like
Ras binding domains (RBD), RBD1 and RBD2, of 70 amino acids each one (figure 2).

1 566 aa

RBD1 X RBD2

Figure 2. Schematic illustration of the multidomain composition of RGS14 protein. The RGS14 domains
are shown. A N-terminal RGS domain, a tandem Ras-binding domains (RBDs) and a C-terminal G-protein
regulator (GPR) motif.

Therefore, it is believed that in addition to RGS domain-mediated GTP hydrolysis, RGS14
might also participate in many other cellular functions. This idea is further strengthen by a
dynamic distribution pattern of RGS14 across the whole brain. Northern blot experiments
(Snow et al 1997), in situ hybridization studies (Grafstein-Dunn et al 2001), and quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) (Larminie et al 2004) have independently reported that
RGS14 mRNA is present in rat and human brain tissue. Similarly, immunohistochemical
studies (Lopez-Aranda et al 2006) and immunoblot experiments (Hollinger et al 2001) have
found that RGS14 protein is enriched in rat and monkey brain. In the adult mouse brain,
RGS14 mRNA and protein are predominantly found in CA2 hippocampal neurons,
specifically within spines and dendrites (Lee et al 2010). Recently, a detailed anatomical
analysis of RGS14 localization in mouse brain has demonstrated that RGS14 mRNA and
protein are upregulated throughout postnatal mouse development, and that RGS14 protein
exhibits a dynamic localization pattern that is enriched in hippocampus and primary olfactory
cortex in the adult mouse brain (Evans et al 2014). Furthermore, in vitro studies have shown
that RGS14 possesses unique capacity for interacting with distinct forms of Ga subunits. As
an RGS protein, RGS14 engages activated forms (Ga-GTP) of the Gai/o subfamily to
stimulate Ga-directed GTP hydrolysis (Cho et al 2000a; Hollinger et al 2001; Traver et al
2000; Traver et al 2004). Through its GPR motif, RGS14 selectively binds either inactive
Gail-GDP or Gai3-GDP to inhibit GDP dissociation and target RGS14 to the plasma
membrane (Kimple et al 2001; Mittal & Linder 2004; Shu et al 2007). In addition, through its
RBD1 domain, RGS14 binds H-Ras and Rap2 allowing RGS14 to engage H-Ras signaling
pathways (Mittal & Linder 2006; Shu et al 2010; Willard et al 2009). At present, there are no
known binding partners of RBD2.
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l. Introduction

2 RGS14444, aspliced variant of RGS14

The RGS14 gene (GenBank, NP_006471.2) encodes a human protein of 566 amino
acids (RGS14s66, Uniprot, 0O43566-7). Three alternate transcriptional splice variants of this

gene have been observed, but they have not been thoroughly characterized. RGS14 spliced
gene (GenBank, AY987041) of 1245 base pairs encodes the third isoform of RGS14 protein
with 414 amino acids (RGS14414, Uniprot, O43566-5) (Lopez-Aranda et al 2006). The

sequence of this isoform (RGS1444) differs from the canonical sequence (RGS14se).

Because it presents a deletion of the first 153 amino acids, an insertion of a lysine in the

position 352 as well as a substitution of a valine in the position 416 by an alanine (figure 3).

Therefore, considering the absence of crucial RGS domain for GTPase activity, we argue that

mature protein of RGS14414 is very distinct from RGS14s66 and it might be exclusively

involved in brain functions that are not associated with GTP hydrolysis.

RGS1454
RGSl4414

RGS].4566

RGS14s66

RGS]_4566
RGSl44l4

RGSl4566
RGSl44l4

RGS14+46
RGS].4414

RGS14,14

RGS14,14

RGS1454
RGS]_4414

MPGKPKHLGVPNGRMVLAVSDGELSSTTGPQGQGEGRGSSLSIHSLPSGPSSPFPTEEQP

IYQEFLSSQALSPVNIDRQAWLGEEVLAEPRPDMFRAQQOLQIFNLMKFDSYARFVKSPLY
————————————————————————————————— MFRAQQLQIFNLMKFDSYARFVKSPLY
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RECLLAEAEGRPLREPGSSRLGSPDATRKKPKLKPGKSLPLGVEELGQLPPVEGPGGRPL

RKSFRRELGGTANAALRRESQGSLNSSASLDLGFLAFVSSKSESHRKSLGSTEGESESRP
RKSFRRELGGTANAALRRESQGSLNSSASLDLGFLAFVSSKSESHRKSLGSTEGESESRP

GKYCCVYLPDGTASLALARPGLTIRDMLAGICEKRGLSLPDIKVYLVGNEQIALVLDQDC
GKYCCVYLPDGTASLALARPGLTIRDMLAGICEKRGLSLPDIKVYLVGNEQIALVLDQDC

TVLADQEVRLENRITFELELTALERVVRISAKPTKRLQEALQPILEKHGLSPLEIVLHRP
TVLADQEVRLENRITFELELTALERVVRISAKPTKRLQEALQPILEKHGLSPLEIVLHRP

GEKQPLDLGKLVSSVAAQRLVLDTLPGVKISKARDKSPCRSQGCPPRTQDKATHPPPASP
GEKQPLDLGKLVSSVAAQRLVLDTLPGVKISKARDKSPCRSQGCPPRTQDKATHPPPASP

SSLVKVPSSATGKRQTCDIEGLVELLNRVOSSGAHDORGLLRKEDLVLPEFLQLPAQGPS
SSLVKVPSSATGKRQTCDIEGLVELLNRVOSSGAHDORGLLRKEDLVLPEFLQLPAQGPS

SEETPPQTKSAAQPIGGSLNSTTDSAL 566
SEETPPQTKSAAQPIGGSLNSTTDSAL 414
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Figure 3. Alignment of translated peptide sequence of RGS14,,, (GenBank accession number: AY987041)
and RGS14s (GenBank accession number: NP_006471.2). The different domains are indicated in colors:
RGS domain in yellow, RBD1 domain in green; RBD2 domain in blue and GPR domain in violet. Non-identical
residues are shown in red.
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2.1 Object recognition memory and RGS14,,,

2.1.1 Object recognition memory (ORM)

One of the most widely studied examples of episodic memory is recognition
memory, the process of identifying when something (e.g. an object, a person) has been
encountered previously. Recognition memory is widely viewed as consisting of two
components: recollection and familiarity (Diana et al 2007; Yonelinas 2001; Yonelinas et al
2010). Interest in this distinction greatly increased when Brown and Aggleton (Brown &
Aggleton 2001) proposed a neuroanatomical basis for these two processes. Their proposal
was that recollection depends on the hippocampus, whereas familiarity depends on the
adjacent perirhinal cortex. However, there is still some debate as to which regions in the
medial temporal lobe (MTL) are necessary to support these processes (Eichenbaum et al
2007). In contrast to this dual-process model, other researchers argue that recognition memory
is a single process dependent on both the hippocampus and adjacent cortex (Donaldson 1996;
Haist et al 1992; Squire et al 2004; Squire et al 2007). Such models state that recognition
memory is a process based on familiarity, where ‘knowing’ reflects weaker memory and

‘remembering’ is associated with strong memory.

It has been demonstrated that, in addition to perirhinal cortex (Brown & Aggleton 2001; Kim
et al 2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton &
Brown 2010; Watson & Lee 2013), other cortical areas are involved in the ORM circuit, such
as frontal cortex (Banks et al 2012; Swick & Knight 1999; Warburton & Brown 2010) and
more recently area V2 of visual cortex (Lopez-Aranda et al 2009). Until now, it has been
thought that area V2 participates in visual perception and not in memory. However, recent
finding from this laboratory on role of area V2, an area localized outside MTL, in ORM not
only put on the spotlight this brain area, but also supported the view that entire ventral visual-
to-hippocampal stream and not the MTL alone, is important for memory processing (Bussey
& Saksida 2005; 2007; Gaffan 2002; Murray et al 2007).

2.1.2 Role of RGS14414in the ORM

A previous study in our laboratory (Lopez-Aranda et al 2009) have shown that area
V2, an area localized outside the MTL, plays a critical role in ORM. Stimulation of area V2

by overexpression of RGS14,14 led to a robust memory enhancement. This effect on ORM
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was to such extent that converted an ORM normally lasting for 45 min (short-term) into long-
lasting long-term memory that could be traced even after many months. A selective
elimination of area V2 neurons resulted in complete loss of normal as well as RGS14414-
mediated enhanced ORM. Furthermore, we found that the capacity to hold information on
multiple objects in memory was also more than three fold high in RGS14 animals. Normal
animals could retain information of two different objects, but they were unable to do so for
four objects while RGS14 animals were able to retain information in memory of six objects.
In addition, we observed that the effect of a single RGS14,,4 treatment persisted for whole
lifetime of rats. Therefore, together these findings suggest that RGS14,14 is a potent memory
enhancer and it might serve as good therapeutic candidate for treatment against memory loss.

3 Implication of perirhinal Hebbian synaptic plasticity in recognition

memory

3.1 The perirhinal projections

Perirhinal cortex in rat brain is composed of Brodmann’s areas 35 and 36 and it is
located along the rhinal sulcus (Burwell 2001; van Strien et al 2009). Although the most
prominent of all afferent cortical projections to the perirhinal cortex is the one originating in
entorhinal cortex (Burwell & Amaral 1998b; Canto et al 2008; Insausti et al 1997), the
temporal association cortex also provides a large input to the perirhinal cortex (Burwell &
Amaral 1998a). Perirhinal cortex receives therefore information from the sensory systems fed
forward through temporal cortex and information fed back from the hippocampal formation
via the entorhinal cortex. Inputs from the neighboring entorhinal and temporal cortices
terminate heavily in layers I, Il and 111 (Agster & Burwell 2013; Furtak et al 2007).

3.2 Hebbian synaptic plasticity in perirhinal cortex

Hebbian synaptic plasticity specifically refers to the activity-dependent modification
of the strength or efficacy of synaptic transmission at preexisting synapses (Citri & Malenka
2008; Feldman 2009). The most prominent forms of this plasticity observed at excitatory
synapses are long-term potentiation (LTP), which is a persistent increase in synaptic strength
induced by brief high-frequency stimulation, and long-term depression (LTD), which is a
persistent decrease in synaptic strength induced by longer episodes of low-frequency

stimulation. There are different mechanisms in perirhinal cortex that contribute to synaptic
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plasticity. These include the activation of NMDA receptors, mGlu receptors, muscarinic
cholinergic receptors, and voltage-gated calcium channels (for review see Banks et al 2012;
Banks et al 2014; Kealy & Commins 2011). A 100 Hz high frequency stimulation (HFS) in
layers 11/11l neurons of the perirhinal cortex produces NMDA receptor-dependent LTP
(Bilkey 1996), and tetanic and theta-burst stimulation at 100 Hz in layers II/I11 can also
induce NMDA receptor-dependent LTP in layer | neurons (Ziakopoulos et al 1999). However,
1 Hz and 5 Hz low frequency stimulation (LFS) can induce NMDA receptor-dependent
perirhinal reversal of LTP (depotentiation) and LTD, respectively (Aicardi et al 2004; Massey
et al 2004). In addition to LTD that relies on glutamatergic neurotransmission, there appears
to be other forms of LTD in the perirhinal cortex. It has been shown that a range of mGlu
receptor agonists (specific for group I, Il and 1l mGlu receptors) (Cho et al 2000b;
McCaffery et al 1999) and muscarinic M1 cholinergic receptor agonists (Massey et al 2001)
can also induce perirhinal LTD without electrical stimulation or NMDA receptor activation.

3.3 LTP/LTD in recognition memory

Patterns of long-term synaptic plasticity have been proposed to underlie several
forms of cognition, including recognition memory (Abraham & Robins 2005; Bliss &
Collingridge 1993; Collingridge et al 2010; Davis et al 1992; Griffiths et al 2008; Martin &
Morris 2002; Morris et al 1986; Whitlock et al 2006). LTD in perirhinal cortex has
particularly received much attention and it has been described as a potential substrate for
recognition memory. Many of the substances that block LTD, but not LTP, also disrupt
recognition memory in vivo (Barker et al 2006; Griffiths et al 2008; Seoane et al 2009;
Warburton et al 2003). Evidence for the involvement of different signaling pathways in

perirhinal plasticity mechanisms and recognition memory are reviewed in Banks et al 2012 .

4 Memory loss in Alzheimer’s disease and aging

Owing to its clinical importance, the episodic memory system is among the most
thoroughly studied in cognitive neuroscience. Episodic memory function is extremely
sensitive to cerebral aging, psychiatric (Dere et al 2010), and neurodegenerative diseases,
such as Parkinson’s disease (Williams-Gray et al 2006) and Alzheimer’s disease. Here we
will focus on episodic memory loss in aging and Alzheimer’s disease, two conditions that are
considered representative of memory loss in human. In addition, these both models will

become part of my thesis research work.
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4.1 Aging

Although much of the research conducted on memory loss focuses on Alzheimer’s
disease, aging in the absence of Alzheimer’s pathology is itself associated with impairments
in episodic memory (Drag & Bieliauskas 2010; Nyberg et al 2012; Shing et al 2010). This
episodic memory decline in normal aging is related to volumetric reductions of hippocampus
and other medial temporal lobe structures (Fjell et al 2014; Nyberg et al 2012; Persson et al
2012; Rodrigue & Raz 2004). However, due to substantial atrophy in prefrontal cortex (Fjell
et al 2009; Raz et al 2005) and accompanying deficits in specific cognitive functions, it has
been suggested that decline in efficiency of fronto-striatal networks may be responsible for
memory decline in aging (Buckner 2004; Head et al 2005).

Synaptic plasticity in the hippocampus and neocortex changes with aging (for review
see Burke & Barnes 2006; Foster 2007). In aged animals, LTP induction is impaired when
afferent stimulation is weak but not when robust high intensity HFS is used (Diana et al
1994a; Diana et al 1994b; Dieguez & Barea-Rodriguez 2004). Aged animals show either a
higher threshold for LTP induction (Barnes et al 2000; Barnes et al 1996) or a decreased level
of LTP induction compared with young animals (Deupree et al 1991; Moore et al 1993;
Rosenzweig et al 1997; Tombaugh et al 2002). Conversely, the capacity for LTD induction
and for LTP reversal is larger in aged than young rats (Foster & Norris 1997; Norris et al
1996).

4.2 Alzheimer’s disease

Deterioration of episodic memory is the central clinical feature of Alzheimer’s
disease (AD) and it is considered among the earliest signs and symptoms. Therefore, a major
goal in AD research is to identify these early cognitive changes during the course of the
disease, which would allow therapies to be initiated in patients a time when maximum effect
is expected to produce (Didic et al 2011; Dubois et al 2007; Salmon 2012). Currently,
episodic memory impairments in AD are associated with the atrophy in entorhinal cortex and
hippocampus (Acosta-Cabronero et al 2010; Killiany et al 2002; Petersen 2000). Importantly,
AD neurofibrillary pathology affects the more medial portion of perirhinal cortex before it
spreads to the entorhinal cortex and hippocampus (Braak & Braak 1991; 1995; Gertz et al
1998; Taylor & Probst 2008). These findings suggest that cognitive functions associated with

the perirhinal cortex may be of additional importance for early detection of AD.
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Amyloid-beta protein (Ap) has been shown to inhibit LTP, while enhancing LTD in rodents
(Cheng et al 2009; Kim et al 2001; Li et al 2009; Shankar et al 2008). However, negative
effects of AP on LTP seem to be highly concentration dependent, as low AP levels can
actually facilitate the maintenance of LTP (Puzzo et al 2011; Puzzo et al 2008). Furthermore,
LTP studies on transgenic mouse models for AD have unfortunately generated mixed and
often contradictory results. Several groups have shown a decrease in LTP (Chong et al 2011,
Gong et al 2004; Knobloch et al 2007; Saganich et al 2006; Sydow et al 2011; Trinchese et al
2004), while others have reported unaltered LTP (Chapman et al 1999; Fitzjohn et al 2010;
Gureviciene et al 2004; Harris et al 2010; Marchetti & Marie 2011; Palop et al 2007).

5  Mechanism of memory enhancement

Very little is known about the mechanism that underlies RGS14414 protein-mediated
memory enhancement. Previously, an in vitro study has demonstrated the participation of
RGS14414 protein in regulation of intracellular Ca** levels (Martin-Montanez et al 2010), a
process considered essential for synaptic plasticity and memory formation (for review see
Baker et al 2013). With the use of two different cell lines of neuronal origin and two different
Ca®* measurement methods, we found that the expression of RGS14414 protein into these cell
lines substantially reduced Ca** influx and that this reduction in Ca®* was mediated through
nifedipine-sensitive Cavl channels. Though, it remains to be shown how preventing higher
Ca®* levels into cytoplasm by reducing Ca®* influx through Cav1 channels can translate into

memory enhancement.

However, in contrast to RGS14414, an extraordinary progress has been made in the
understanding of mechanisms that are engaged in memory processing (for review see Lee &
Silva 2009; Stern & Alberini 2013). Given the vast literature on pharmacological compounds
or approaches that modulate memory, it is not feasible to cite every possible pathway. Instead

we will focus on some that will become part of this thesis work.

a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors. AMPA

receptors are cation-permeable ionotropic glutamate receptors and they are expressed
throughout the brain (Beneyto & Meador-Woodruff 2004). The four AMPA receptor subunits
(GluA1-GluA4 or GIuR1-GluR4) are highly homologous (Collingridge et al 2004) and are
assembled as dimers-of-dimers to form heterotetrameric receptors (Hollmann & Heinemann

1994; Traynelis et al 2010). Homotetrameric receptors have also been reported (Lu et al 2009;
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Wenthold et al 1996). There are evidences for the involvement of AMPA receptor
endocytosis in perirhinal-dependent object memory processing in rats (Griffiths et al 2008;
Winters & Bussey 2005). In addition, blockade of AMPA receptors in perirhinal cortex
impairs ORM in macaques (Malkova et al 2015). GIuR2 is the most abundant subunit of
AMPA receptors in adult brain and majority of GluR2-containing AMPA receptors are
largely Ca®*-impermeable (Greger et al 2003). They also show a lower single channel
conductance (Cull-Candy et al 2006; Traynelis et al 2010) along with a slightly increased
decay time. In contrast, GluR2-lacking AMPA receptors are Ca**-permeable, and they bear a
higher single channel conductance (Swanson et al 1997) with faster rise and decay kinetics.
GIuR2 plays a critical role in synaptic plasticity and memory (Cazakoff & Howland 2011;
Mead & Stephens 2003; Migues et al 2010). On the other hand, GIuR4 subunit expression is
distributed throughout the central nervous system, but is relatively high in the hippocampus,
cerebral cortex and the granule cells of the cerebellum (Keinanen et al 1990). In
hippocampus, high GluR4 expression is largely restricted to the first postnatal week, and the
GluR4 subunit mediates the delivery of GluR2-containing AMPA receptors (Zhu et al 2000).
GluR4 knockout mice showed improved spatial working memory and no alteration in the LTP

suggesting the involvement of GIuR4 in cognitive function (Sagata et al 2010).

N-methyl-D-aspartate  (NMDA) receptors. NMDA receptors are heteromers

(Dingledine et al 1999) and they are composed of two essential NR1 subunits (Behe et al
1995) and two or three NR2 subunits (Laube et al 1998; Premkumar & Auerbach 1997).
There are four NR2 subunits (A-D), but NR2A and NR2B subunits predominate in forebrain.
There are evidences for the implication of NMDA in ORM in perirhinal cortex of macaques
(Malkova et al 2015) and rats (Abe et al 2004; Winters & Bussey 2005).

Metabotropic_glutamate (mGlu) receptors. The mGlu receptor family consists of

eight receptor subtypes (mGIluR1-8) and they are divided into: group I, which is comprised of
mGIuR1 and mGIuR5; group II, which is composed of mGIuR2 and mGIuR3; group IlI,
which includes mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7, and mGIuR8. These groups are formed based on
sequence homology, pharmacological profile, and implication into signal transduction
pathways (Conn & Pin 1997). Previous studies have shown the role of group I and group Il
mGlu receptors in acquisition of long-term ORM, but not in the consolidation or retrieval
(Barker et al 2006).
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Muscarinic _cholinergic (mACh) receptors. mACh receptors belong to seven

transmembrane G protein-coupled receptors superfamily and they are comprised of five
subtypes, M1-M5 (Bonner et al 1987). It has been shown that inhibition of mACh receptors
by antagonists causes disruption in ORM (Abe et al 2004; Tinsley et al 2011; Warburton et al
2003). Further studies have demonstrated that this memory impairment is produced by
antagonism of muscarinic M1 receptors (Tinsley et al 2011).

Voltage-dependent calcium (VDC) channels. VDC channels are subdivided into

various subfamilies: L-type VDC channels (Cavl family); T-type VDC channels (Cav3
family); P/Q-type, R-type and N-type VDC channels (Cav2 family) (Catterall et al 2005). L-
type VDC channels are major sites for calcium ion entry into neurons (Berger & Bartsch
2014; Chittajallu et al 1998). The transient inactivation of L-type VDC channels impairs fear
conditioning passive avoidance learning, spatial memory and ORM (Bauer et al 2002;
Borroni et al 2000; Lashgari et al 2006; Seoane et al 2009; Winters et al 2007; Woodside et al
2004).

Protein _kinase M{ (PKM{). PKM( is a PKC isoform that contains a { catalytic
domain without the N-terminal regulatory domain, rendering it constitutively active (Sacktor
2011). It is expressed exclusively in the brain and is enriched in the hippocampus and
neocortex (Hernandez et al 2003; Oster et al 2004). PKM( plays a role in maintenance of
hippocampus-dependent memory (Hardt et al 2010; Hernandez et al 2003; Serrano et al
2008). This protein kinase exerts its function by blocking a GluR2-dependent pathway for
removal of AMPA receptors from postsynaptic site and thus, it promotes continual
localization of GIuR2 at the synapse (Migues et al 2010). In contrast to many short-acting
molecules involved in memory formation, PKM( is unique in that, its persistent activity is
critical for storage of memory, long after its formation (Sacktor 2011; Shema et al 2011,
Shema et al 2009). However, a recent study (Volk et al 2013) has refuted this model of
memory formation and has demonstrated that PKM-{ is not required for hippocampal
synaptic plasticity, learning and memory.

Ca?'/calmodulin-dependent  protein  kinase Il (CaMKII). CaMKIl is a

multifunctional serine/threonine kinase with a broad range of substrates. In mammals,
CaMKII is comprised of four isoforms: a, B, Y and & (Lucchesi et al 2011). a and  isoforms
are primarily localized in the brain, whereas Y and o isoforms are ubiquitously expressed.

CaMKllIa is highly expressed in forebrain where it constitutes a major post-synaptic density
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(PSD) protein (Cheng et al 2006). Little is known about the function of CaMKII in brain and
virtually nothing about Y and 6 isoforms. CaMKII has been studied extensively in relation to
memory formation. Its activity is increased during memory formation and blockade of
CaMKII substantially impairs memory formation (Coultrap & Bayer 2012; Elgersma et al
2004; Irvine et al 2006; Lisman et al 2002; Lucchesi et al 2011; Tinsley et al 2009; Wayman
et al 2008).

Mitogen-activated protein kinase kinase (MAPKK) signaling. MAPKK, also known

as MEK, is a kinase enzyme that phosphorylates mitogen activated protein kinases (MAPKS),
such as extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38 and JNK. These MAPKKSs are part
of three kinase signaling cascades where MAPK kinase kinase (MKKK) activates MAPK
kinase (MKK) that in turn activates a MAPK. So far, seven MEK subtypes have been
identified: MEK1 and MEK2 that are closely related and activate ERK1/2 participating in the
Ras/Raf/MEK/ERK signal transduction cascade; MEK3 and MEKG6 that are functionally
similar and activate p38 MAP kinase; MEK4 and MEK?7 that work synergistically and
activate JNK protein kinases; and MEK5 which activates ERK5, also known as big MAP
kinase 1 (BMK1). Upon activation, MAPKSs can phosphorylate a variety of intracellular
targets, including transcription factors, transcriptional adaptor proteins, membrane and
cytoplasmic substrates, and other protein kinases (Akinleye et al 2013). Numerous studies
have shown that activation of the MAPKKSs is critical for memory formation. A number of
studies using pharmacological inhibitors of MEK demonstrated that activation of ERK is
necessary for consolidation of long-term memories, including ORM (Berman et al 2000;
Davis & Laroche 2006; Hebert & Dash 2002; Kelly et al 2003; Leon et al 2010; Lu et al
2001; Schafe et al 2000; Shalin et al 2004), and furthermore, inhibition of upstream Kinase,
MEK, results in impaired memory (Davis & Laroche 2006).

Poly ADP-ribosylation. Poly ADP-ribosylation is a post-translational modification

of nuclear proteins, catalyzed by poly (ADP-ribose) polymerases (PARPs) (Ame et al 2004;
Lautier et al 1993; Rouleau et al 2004; Schreiber et al 2006). In the nucleus, poly ADP-
ribosylation catalyzed by PARP-1 participates in protein—protein and protein—-DNA
interactions, and it is implicated in chromatin remodeling, DNA transcription, and repair (Ju
et al 2004; Rouleau et al 2004). PARP-1 also acts within ERK signaling cascade that mediates
growth and differentiation (Cohen-Armon 2007; Cohen-Armon et al 2007). Previous results

linked the activation of PARP-1 with long-term memory formation (Cohen-Armon et al 2004;
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Goldberg et al 2009) and memory consolidation (Fontan-Lozano et al 2010). Furthermore, a
recent study showed that NGF promoted synaptic plasticity and long-term memory formation
by activating PARP-1-mediated protein ribosylation and activation of PKA-CREB pathway
(Wang et al 2012).

Figure 4 summarizes the signaling transduction pathways underlying recognition memory.
For more details, please follow poster from Tocris named Neurotransmitters of Synaptic
Plasticity, Learning and Memory in the Perirhinal Cortex by Warburton & Bashir, 2011.

MPEP
EGLU

Verapamil

Scopolaming

Figure 4. Schematic representation of the cellular mechanisms of recognition memory. (from Tocris)
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I1. Objectives

Previously, we have shown that RGS14,;4 protein is a potent memory enhancer and
treatment with its gene into area V2 of visual cortex of rodent’s brain produced robust
enhancement in object recognition memory, which is one of the most studied examples of
episodic memory. Therefore, we have tested first whether object recognition memory loss
observed in normal aging and Alzheimer’s disease can be recuperated by the same RGS14414
gene treatment. Further, we explored through various biological processes in brain to provide

explanation of RGS14-mediated memory enhancement and recuperation of memory loss.

Objective 1: Explore the effect of RGS14,4,4 gene treatment in recovery of

an episodic memory loss

A number of psychiatric and neurological disorders are associated mainly with
episodic memory impairments. Alzheimer’s disease and age-related cognitive decline are
clear examples of it (see section 1.4). Therefore, in this objective, using Alzheimer’s disease-
mice and normal aged rats, two most studied rodent models that have consistently exhibited a
loss in episodic memory, we have evaluated whether RGS14 gene treatment can serve as an

effective therapy against memory loss or not.

Objective 2: Identify pathways implicated in RGS144,4,-mediated memory

enhancement

A great deal of effort is made to understand underlying mechanism of RGS144;4-
mediated memory enhancement seen in rats after a treatment. Here, we have performed
pharmacological studies using antagonists or inhibitors to elucidate pathways that are

implicated in memory enhancement.

Objective 3: Determine relationship between memory enhancer effect of
RGS14,4,, and AMPA receptors

In objective 2, we identified the involvement of AMPA receptors in memory

enhancement. Therefore, taking into consideration the involvement of AMPA receptors in
object recognition memory processing (Griffiths et al 2008; Malkova et al 2015; Winters &
Bussey 2005), we have evaluated the participation of these receptors in RGS14-mediated

memory processing.
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Objective 4: Examine the effect of RGS14,4 treatment on Hebbian synaptic

plasticity in perirhinal cortex

Given the vast literature describing synaptic plasticity as a potential substrate for
recognition memory, we wanted to evaluate whether synaptic plasticity is implicated in RGS-
mediated memory enhancement. Therefore, we have performed electrophysiological studies
in perirhinal cortex of brain slices of RGS-treated animals. Perirhinal cortex is a structure that

is considered crucial for processing of object recognition memory.

Obijective 5: Analyze brain areas implicated in RGS14-mediated memory

enhancement

In this objective, we have looked into the relationship between area V2, perirhinal
and frontal cortices, areas that are part of brain circuit associated with object recognition
memory. First, we have evaluated the effect of RGS14 treatment on object recognition
memory in these areas and then, determined whether a substantial damage through lesion to
these areas can independently produce object recognition memory loss, conditions simulating
to brain diseases and/or aging. Furthermore, we explored whether RGS14 treatment in one of
the areas in these lesion-induced memory-deficient conditions was adequate to normalize

memory loss similar to as rodent models in objective 1.
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I1l. Materials and methods

1  First block of experiments: Explore the effect of RGS14,44 gene

treatment in recovery of an episodic memory loss

1.1 Experimental design

A test of the effect of RGS14414 gene treatment on recuperation of object recognition
memory (ORM) loss was performed in two different rodent models representing aging and

Alzheimer’s disease. A summary of experimental design is in figure 5.

Lentivirus production
(RGS14-lentivirus and
vehicle-lentivirus)

Demonstration of memory loss \l'
(ORM test) RGS14-lentivirus or .
Rk . Demonstration of
8 » sl e » recovery in memory loss
Aging model Alzhelmer > injection in area V2 (‘C,)RM test) "
(Rat) disease model (Stereotaxic surgery)
(mouse)
\ Data co"ection
(1)

Statistical
analysis

Figure 5. A scheme of experimental design.

1.1.1 Effect of RGS14 in aging

Male Wistar Han rats of 3-24 months, obtained from Charles River, were used in this
study. ORM test were carried out in following two phases to evaluate memory statuses of

these animals (section 111.1.2.4):

(1) Memory loss confirmation in aging rats: ORM tests with 45 min and 24 h delays
were performed in 16 rats of 3 months of age and at the age of 18 months, ORM test was

repeated with 45 min delay to confirm memory loss.
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(if) Study of the recovery of memory loss after RGS144:4 gene treatment: After
determination of ORM status at 18 months, from the 16 rats, 7 rats were injected with
RGS14-lentivirus (RGS14 group) in area V2 (sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2) and 9 rats
were injected with lentivirus-vehicle control (vehicle group). At 20 and 24 months of age,

ORM test was repeated with 45 min and/or 24 h delay.

1.1.2 Effect of RGS14 in transgenic mice with Alzheimer’s disease

2 to 10 months old transgenic mice with Alzheimer’s disease (AD-mice) of J20 line
(strain  B6.Cg-Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2Mmjax) were obtained from Jackson
Laboratory. These mice overexpress human B-amyloid precursor protein (hAPP) with
Swedish (K670N/M671L) and Indiana (V717F) familial AD mutations under control of
platelet-derived growth factor B chain promoter (PDGF) (Mucke et al 2000). These mice
present ORM loss from the age of 4 months (Escribano et al 2009). For current study, in
addition to AD-mice, we have used wild-type mice of C57BL/6J strain as control of same
age. Experimental design of AD-mice also consists of first phase of memory loss

confirmation, and second phase of evaluation of RGS-mediated recovery in memory loss.

(i) Wild-type control group (16 C57BL/6J-mice) and AD-mice group (12 J20-mice)
were monitored for their ORM statuses at the age of 2 and 4 months to determine the age of

appearance of memory loss (section 111.1.2.4).

(i) AD-mice+RGS14 group (15 RGS-treated J20 mice in area V2) and AD-
mice+vehicle group (8 vehicle-treated J20 mice in area VV2) (sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2)
together with wild-type control group and AD-mice group from (i) were subjected to ORM

test at the ages of 7 and 10 months for monitoring their ORM statuses.

1.2 Methods

1.2.1 Preparation of lentivirus

A summary of methodological approach for lentivirus preparation is described in

figure 6.
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RGS14,,, recombinant DNA
production

PCR for adding

restrinction sites at both . . . .
termini of RGS14,,, gene Production and titration of lentivirus

e

Transfection and

Purification of PCR production
product (293T cell line)

A 4

Lentiviral solution
concentration
(Centrifugation)

A 4

Titration
(HT1080 cell line)

e

RGS14,,, and plasmid
restriction reactions

pe

Ligation reaction of
RGS14,,, and plasmid

pe

Transformation in E. coli

pe

Extraction and
purification of RGS14,,
recombinant DNA

Figure 6. Scheme for the production of RGS14-lentivirus.

1.2.1.1 Construction of recombinant RGS14414
1.2.1.1.1 RGS14449ene

A 1245 base pair (bp) RGS14414 gene was originally cloned from human brain
(GenBank, AY987041) (Lopez-Aranda et al 2006), which translates to a protein of 414 amino
acids (Uniprot, 043566-5) (for more details see section 1.2).

1.2.1.1.2 Lentiviral plasmid

The plasmid pLVX-DsRed-Monomer-C1 was obtained from Clontech (Cat. number
632153) for insertion of RGS14414 gene. This vector is based on lentivirus HIV-1 and is 8800
bp long. RGS14414 gene was cloned into multiple cloning site (MCS) placed in the carboxyl
terminus of DsRed Monomer sequence. This vector allowed the expression of RGS144;4 gene
fused to DsRed-Monomer, a monomeric mutant of the Discosoma specie red fluorescent

protein, and therefore, facilitated the identification of RGS14-protein expression in brain
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cells. This plasmid encompassed all of the viral processing elements necessary for the
production of replication-incompetent lentivirus (Wu et al 2000), as well as elements to

improve viral titer and transgene expression (figure 7).

pUC ori

pLVX-DsRed-Monomer-C1

Accl 8800 bp
(6249)

&'LTR DsRed-Monomer

MCS
WPRE

Puro’

Figure 7. pLVX-DsRed-Monomer-C1 vector map. PBS: primer binding site; DsRed-Monomer: monomeric
mutant of the Discosoma sp red fluorescent protein sequence; MCS: the multiple cloning site; pUC: the
Escherichia coli replication origin; cPPT: the central polypurine tract element; WPRE: the woodchuck hepatitis
virus posttranscriptional regulatory element; Amp" y Puro” ampicillin and puromycin resistance genes
respectively; Ppck: the murine phosphoglycerate kinase promoter; W: Psi packaging signal; PRE: the Rev-
response element, 3’ and 5> LTRs: long terminal repeats; Pcumy g2 the human cytomegalovirus immediate early
promoter (image taken from Clontech).

1.2.1.1.3 Amplification of RGS14414 gene

Prior to PCR, a restriction sites analysis of RGS14414 gene was carried out by
NEBcutter version 2.0 (New England Biolabs). Considering that both Xhol and EcoRI
restriction sites (New England Biolabs, R0101S and R0146S) of MCS of pLVX-DsRed-

Monomer-C1 (figure 8) were absent in RGS gene, both were selected for cohesive end gene

insertion.
DsRed-Monomer [Xhol ] BstBI

3482 GGC TCC CAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC

3536 GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC

Apal BamHI Stop  Stop Stop
YWAAWAMAMAAMY
Smal / Xmal

Figure 8. Multiple cloning site of pLVX-DsRed-Monomer-C1. Xhol and EcoRI endonucleases (both in
frames) were selected to clone RGS14,4 (image taken from Clontech).
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A PCR was performed to include Xhol and EcoRI restriction sequences at 5’ and 3’ ends,
respectively. Both forward (M103-Xhol), and reverse (M104-EcoRI) primers used in this
reaction are shown in table 1 and were synthesized by Sigma Aldrich company. In addition to
restriction sequence in forward primer, Shine-Dalgarne sequence (a ribosomal binding site in
prokaryotic mMRNA to initiate protein synthesis in prokaryotes) and Kozak sequence (a
consensus sequence of eukaryotic mMRNA necessary to initiate the translation process) were

added to promote efficient protein synthesis of RGS gene.

Table 1. Primers to add Xhol and EcoRlI restriction sites in RGS14,4.

PRIMER SEQUENCE (5" >3)

TACTC*TCGAGGAAGGAGATAGAACCATGGGATTTCGGGCACAGCAGCTTCAGATC

Xhol

M103-Xhol

ACACG*AATTCGAG GGC TGA GTC GGT GGT GGA

M104-EcoRlI

EcoRlI

*. shows the cleavage points of both endonucleases Xho and EcoRI target sequence. Shine Dalgarne sequence is
indicated in red and Kozak sequence in green. The two underlined nucleotides were added to keep the open reading
frame.

The PCR was carried out using reagents from Promega (table 2) in Sprint thermocycler

(Thermo Electro Corporation) as shown in table 3.

Table 2. PCR reaction.

FINAL
REAGENT VOLUME CONCENTRATION
5X Colorless Go Tag® Flexi Buffer Mg free
(Promega, M890A) Ao X
MgCl; (25 mM)
(Promega, A351B) 2 Ll
PCR Nucleotide Mix (1.25 mM) * 5 Ul 125 uM
(Promega) H (each nucleotide)
M103-Xhol primer, 10uM (Forward)
(Sigma-Aldrich) 2l DL
M104-EcoRlI primer, 10uM (Revers)
(Sigma-Aldrich) 2l e
RGS14,,,cDNA (560 ng/ul) 0.5 pl 280 ng
GoTag® g2 Flexi DNA polymerase (5 U/ul)
(Promega, M780A) 0.5ul 25U
Nuclease-Free Water
(Gibco, 10977) 28l na
Total volume 50 pl

* A 1,25 mM stock of triphosphate deoxynucleotides (ANTPs) was made from dATP (Promega, U120B),
dGTP (Promega, U121B), dCTP (Promega, U122B) and dTTP (Promega,U123B) with an initial
concentration of 100 mM each nucleotide.
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Table 3. Amplification cycles and temperatures.

S = TEMPERATURE TIME
Initial denaturation 95°C 3 min
Denaturation 95°C 1 min
&Y Annealing 57°C 1 min
cycles
Extension 72°C 3 min
Hold 4°C

1.2.1.1.4 Gel purification of PCR product

The PCR product from above was purified by 1% agarose gel electrophoresis
(appendix 1.a.2). Samples mixed with 30 % glycerol in proportion 4:1 were loaded on gel,
and separated with Tris-Boric acid-EDTA (TBE) buffer (appendix 1.a.1) by applying 100 V
power (Power-Pac 300, Bio-Rad). The DNA band was visualized under a long-wavelength
UV light (Bio-Rad equipment Gel Doc 2000) and was excised using a sterile scalpel (figure
9) and transferred to a previously weighted 1.5 ml tube. The weight of the excised band was
350 mg.

L 2 3

Yoy
1636 bp >t

1018 bp> — o

—

I

H
)
..

Figure 9. Electrophoresis of RGS14 DNA with restriction sites for Xho I and EcoRI to purify. The gel on
the right shows the band cut. (1) Molecular weight ladder, (2) RGS14,;, cDNA with endonuclease target
sequence resulting from PCR (1283 bp) and (3) RGS144;4, cDNA used as PCR template (1245 bp).

RGS DNA purification from excised gel was carried out following manufacture’s protocol of
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit (Promega, A9281) with some modifications
(appendix 1.c.2). Recovered DNA solution (about 40 pl) with a final concentration of 55.63
ng/pl was stored at -20 °C.
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1.2.1.1.5 Restriction reaction

Compatible cohesive ends between RGS14414 gene and pLVX-DsRed-Monomer-C1
were generated by Xhol and EcoRI endonuclease enzymes reaction as is shown in table 4.
The reaction was carried out at 37 °C in a thermostatic bath (SW22, Julabo) for 16 h in case of
RGS14414gene and 4 h in case of vector. The endonucleases were inactivated by heating at 65
°C in a dry block thermostat (Bio TDB-100, Boeco) for 20 min.

Table 4. Restriction reaction of RGS14,4,, and pLVX lentiviral vector.

VOLUME
REAGENT RGS14,, GENE  pLVX PLASMID
(55.63 ng/pl) (0.5 pg/pl)
18 pl 1l
cDNA
(1 ug) (0.5 pg)
1.5 pl 0.25 pl
Aol 80T L) (30 U/jug DNA) (10 Ulug DNA)
1.5 pl 0.25 pl
EcoRI (20000 U/ml) (30 Uljig DNA) (10 Uljig DNA)
NEBuffer 2.1(10X)
(New England Biolabs, B7202S) Sl 25l
Nuclease-Free Water
(Gibco,10977) 2 2ol
Total volume 50 pl 25 pl

The DNASs resulting from restriction reactions were purified using agarose gel (figure 10) as
explained in previous section (section 111.1.2.1.1.4) and their concentrations were determined

by absorbance at 260/280 nm. The final concentration was 6.06 ng/pl in both cases.
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A. RGS14,,, gene.
1 2

—

o

1636 bp> e

gl

1018 bp—> ——"
B. Vector pLVX.
¢ 1_- 3 4 it
12216 bp>
4072 bp%t:g g
1636 bp—> == . =

1018 bp—=

g g

Figure 10. Electrophoresis for gel purification of resulting product from restriction reactions.
Electrophoresis of the RGS14 (A) and plasmid pLVX (B) cDNAs cut with Xhol and EcoRI. The gels on the
right show the bands cut.(1) Molecular weight ladder, (2) RGS144, cDNA (1283 bp) restriction reaction, (3)
pLVX cDNA without endonuclease cutting and (4) pLV X vector resulting from restriction reaction.

1.2.1.1.6 Ligation reaction

To insert gene into the vector, a ligation reaction using the T4 DNA ligase (Life
Technologies, 15224) was performed as is detailed in table 5. All the reagents, excluding the
T4 ligase enzyme, were mixed previously and incubated at 45 °C in the dry block thermostat

(Bio TDB-100, Boeco) for 5 min to prevent non-specific binding between cohesive ends.

36



I1l. Materials and methods

After addition of ligase enzyme, the reaction was performed at 24 °C for 1 hour. At the end of

reaction, ligase enzyme was inactivated by incubation at 70 °C for 10 min.

Table 5. Ligation reaction.

REAGENT VOLUME

5X reaction buffer aul
(Life technologies, 46300-18) H
RGS14,4;, cDNA
(6.06 ng/ul) SO (0T
pLVX vector cDNA
(6.06 ng/ul) SE D)
T4-Ligase (1 U/ul) 1 ul
(Life technologies, 15224) H
Nuclease-Free Water 1.8 ul
Total volume 20 pl

1.2.1.1.7 Transformation into E. coli

With the goal to amplify, samples after ligation containing RGS144;4 recombinant
DNA were transformed into One Shot® Omni Max™ 2 T1® Chemically Competent E.coli
(Life Technologies, C8540-03) by heat shock according to the manufacturer’s protocol
(appendix 1.b.2). Finally, among the grown colonies, four (Col. 1-4) were selected for the

test.

1.2.1.1.8 Extraction and purification of recombinant DNA

To evaluate the correct insertion of the gene, each colony was inoculated in 2 ml of
LB liquid medium with 100 pg/ml ampicillin (appendix 1.b.1) for 16 h at 37 °C while shaking
at 225 rpm in an orbital shaker incubator (Optic Ivymen System). An aliquot of each bacterial
culture was spread on 90 mm diameter Petri plates of LB-agar with ampicillin (appendix
1.b.1). The plates were incubated for 24 h at 37 °C and stored at 4 °C as stock for future

maxiprep preparations.

1.2.1.1.8.1 Miniprep

The ampicillin resistant colonies were processed to extract and purify recombinant
DNA by using StrataPrep plasmid miniprep kit (Agilent technologies, 400761), following
manufacturer’s protocol with some modifications (appendix 1.c.3). To test gene insert size in

all 4 colonies, restriction reactions with Xhol and EcoRI enzymes were performed in each
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eluted recombinant DNA (table 6). The restriction reactions took place for 16 h at 37 °C.
Then, 15 U of each enzyme was added and reincubated at 37 °C for additional 2 h. Finally, the
reaction was stopped by heating at 65 °C for 20 min.

Table 6. Restriction reaction with Xhol and EcoRlI
endonucleases of DNA from miniprep.

REAGENT OISl
(For each colony)
Purified DNA (miniprep) 5ul
Xhol (20000 U/ml) (30 Ullﬁg”I'DN A
1.5 pl

EcoRI (20000 U/ml)
NEBuffer 2.1(10X)

(30 U/ug DNA)

(New England Biolabs, B72025) 2
Nuclease-Free Water 10 pl
Total volume 20 pl

The restriction products were loaded in a 1% agarose gel to visualize the result similar to as
described in previous section. As shown in figure 11, colonies 2 and 3 presented two main
bands of 8.8 and 1.28 kb, which corresponds to the vector pLVX and the RGS14,414 gene,
respectively. These results indicate that at least, colonies 2 and 3 retain the characteristics of
vector as well as of RGS gene insert. For our future experiments, colony 2 was selected to

proceed with the maxiprep and obtain a bigger amount of RGS14,;4 recombinant DNA.

de? . 3445 ak6 il
F = VED Figure 11. Xhol and EcoRI restriction
e reaction of DNA resulting of miniprep to
1357126 k?[?z — - e = prove the presence of RGS144,, recombinant
. N e DNA. Restriction reaction of miniprep from
1636bp> -+ _ | R colonies 1-4, demonstrated that only, colonies
1018 bp—> * % 2 and 3 had included RGS14,,, recombinant.

Thus, the restriction reaction generated two
main bands of 8.8 and 1.28 Kb which
corresponds to the vector pLVX and the
RGS14,;, gene respectively. Colonies 1 and 4
only had included the vector without the insert.
Arrows indicate the vector pLVX and asterisks
the RGS144, gene. Numbers 1, 2 and 7
indicate the molecular weight ladder, RGS144;4
as positive control and pLVX vector without
endonuclease cutting respectively.

Col. 1
Col.2
Col.3
Col.4
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1.2.1.1.8.2 Maxiprep

Stored stock of bacteria of colony 2 was inoculated in 5 ml of LB liquid medium
with 100 pg/ml ampicillin for 8 h at 37 °C with shaking at 225 rpm and then, this culture was
added into a flask containing 300 ml of LB medium with ampicillin and further incubated at
37 °C, 225 rpm for 15 h. A stock of bacteria with RGS144;4 recombinant DNA was prepared

at this stage and stored at -80 °C for long-term use.

Maxiprep was done by using Wizard ® Plus Maxiprep DNA Purification System kit
(Promega, A7270), following the manufacturer’s protocol (appendix 1.c.4). After maxiprep,
resultant RGS144:4 recombinant DNA concentration was 635 ng/ul. The DNA was aliquoted
in 20 pl in DNase free tubes and stored at -80 °C until their use. The integrity of RGS gene
insert into vector was further examined by Xhol and EcoRlI restriction reaction as described in
table 7 and additionally by DNA sequencing at the Genomics Unit of the Scientific Park of
Madrid. It was confirmed thus that the whole sequence was intact and showed no mutation.

Table 7. Restriction reaction with Xhol and
EcoRI endonucleases of DNA from maxiprep.

REAGENT VOLUME

Purified DNA (maxiprep) (5003 ﬁ:;)
xhol (20000 U/ml) - S/LZ L -
EcoRI (20000 U/ml) - S/LZ L "
NEBuffer 2.1(10X) 2 ul

Nuclease-Free Water 15.7 pl
Total volume 20 pl

The restriction reactions took place for 4 h at 37 °C. Then, the reaction was stopped by
heating at 65 °C for 20 min. The restriction products were loaded in a 1 % agarose gel to

visualize the result similar to as described in previous section (figure 12).
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1 G I2RE N B RRO TLT
14‘12(‘)27158‘)3 & Figure 12. Xhol and EcoRI restriction
pP7= reaction of DNA resulting of maxiprep
1636 bp>vv P— from colony 2. It was confirmed that the
1018 bp > * colony 2 was correctly transformed with the
T B RGS14,,, recombinant DNA since it
~ presents the vector pLVX band (8.8 Kb,
E indicated by an arrow) and the RGS14,,

gene band (1.28 Kb, indicated by an
asterisk). Numbers 1, 2 and 3 indicate the
molecular weight ladder, RGS14,, as
positive control and pLVX vector without
endonuclease cutting respectively.

1.2.1.2 Lentivirus production and titration
1.2.1.2.1 Cell lines

(1)  The lentivirus stock was produced in the 293T cell line (Clontech, 632180), a
subclone of the transformed human embryonic kidney cell line, HEK 293, with type-5 human
adenovirus. These eukaryotic cells are highly transfectable and supports high levels of
lentiviral protein expression (Pear et al 1993) and expresses the SV40 large T antigen under
control of the constitutively active human citomegalovirus (CMV) promoter. Table 8
indicates the composition of complete growth medium of this cell line.

Table 8. Complete growth medium for the 293T cell line.

REAGENT VOLUME

Base growth medium
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco, 52100-021)

Sodium bicarbonate
(Sigma-Aldrich, S5761)

Non-Essential Amino Acids100X 5 ml

(Gibco, 11140-050) 450 ml

L-glutamine 200mM

6.69 g

1.85g

(Gibco, 25030-032) sml
Sodium pyruvate 100mM = i
(Gibco,11360-070)
Milli-Q water 485 ml
Total 500 ml
Fetal Bovine Serum (Tet System Approved) 50 ml
(Clontech, 631105)
Penicillin-streptomycin il

(Gibco, 15140-122)
*In appendix 2 are detailed the protocols of cells freezing and thaw, as well as the subculture
procedure. These cells require a specific pretreatment of the culture surface (appendix 2.a).
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(i)  The lentivirus titer was determined using HT1080 cells (ATCC, CCL-121), a
cell line derived from fibrosarcoma human cell line. Table 9 indicates the composition of the

complete culture medium of this cell line.

Table 9. Complete growth medium for the HT1080 cell line.

REAGENT VOLUME

Base growth medium

Minimum Essential Medium

(MEM) 481g
(Gibco, 41500-018)
Sodium bicarbonate 0.75 9 450 ml
Sodium pyruvate 100mM 5ml
(Gibco,11360-070)
Milli-Q water 495 ml
Total 500 ml
Fetal Bovine Serum
(Gibco, 10500-064) 50 mi
Penicillin-streptomycin 5 ml

*In appendix 2 are detailed the protocols of cells freezing and thaw, as well as the
subculture procedure.

1.2.1.2.2 Transfection, production and concentration of lentivirus

1.2.1.2.2.1 Transfection and production

The lentivirus production started with the transfection of the 293T cells with the
RGS14414 recombinant DNA by using Lenti-X™ Packaging System (Clontech, 631247)
according to the manufacturer’s protocol (appendix 2.d). All steps were carried out according
to Biosafety level 2 instructions (Chosewood et al 2009).

This transfection took place at the seventh subculture of this cell line in 100 mm Petri plates
(Corning, 734-1815). 4.5 x 10° cells per plate were seeded in six plates containing 10 ml of
complete medium but without antibiotic. After 72 h, lentiviral supernatants were harvested
and pooled in Ultra-Clear tubes (Beckman Coulter, 344058) for the next step of

concentration.

1.2.1.2.2.2 Lentivirus concentration

To concentrate, lentiviral solutions were ultracentrifuged (Ichim & Wells 2011;
Reiser 2000) at 25.000 rpm, 4 °C for 90 min using Beckman XL-90 ultracentrifuge and SW29

rotor. Supernatants were discarded and 150 pl of sterile saline serum was added to pellet and
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placed at 4 °C for overnight to facilitate the resuspension of lentivirus. Aliquots of 3 ul were

prepared and stored at -80 °C.

For the production of a vehicle-lentivirus stock, the same procedure described before

(transfection, production and concentration) was followed using the empty vector in this case.

1.2.1.2.3 Lentivirus titration

The lentivirus infection was done in HT1080 cells. After fourth subculture of
HT1080 cells, 2 x 10° cells were seeded in 2 ml per well of a 6-well plate (Nunc, 140675) and
were incubated in CO; incubator for 24 h. For infection of HT1080 cells with concentrated
lentivirus, 10x serial dilutions ranging from 10 to 10" were prepared in 1 ml and they were
added in each well of 6-well plate together with one well as mock control where lentivirus

was replaced by complete medium. Cells were incubated in CO, incubator for 48 h.

For the selection of transfected cells, culture medium from 6-well plate was removed and
replaced by 2 ml of complete HT1080 growth medium with 1 pg/ul puromycin (Clontech,
631306). Since vector pLVX contains Puro" gene, transfected cells expressing this gene are
expected to show resistance against this drug. In continuation, cells were incubated in this
drug for 10 days with change of culture medium every two days. Survived cell colonies were
stained in crystal violet solution (appendix 2.e). The titer in terms of colony forming units
(CFU) of lentivirus stock was estimated by calculating mean of the number of colonies
generated by two least concentrated dilutions, multiplied by the dilution factor. As shown in
figure 13, RGS14414-lentivirus titer was 1.75 x 10’ CFU/ml and vehicle-lentivirus titer was
2.75 x 10° CFU/m.

A. RGS14,,,-Lentivirus B. Vehicle-Lentivirus
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1.2.2  Animal housing conditions and stereotaxic surgery

1.2.2.1 Housing conditions

Animals were housed individually in eurostandard cage with free access to food and
water. Animals were housed in a temperature-controlled (20 £ 2 °C) room on a 12 h light/dark
cycle. All experimental procedures in animals were carried out in accordance with European
and Spanish regulations (2010/63/EU, and RD53/2013). Research study performed in this

thesis was approved by Committee of Ethics on Animals Use of University of Malaga.

1.2.2.2 Stereotaxic surgery
1.2.2.2.1 Surgical procedure

Before proceeding, animals were deeply anesthetized by administering
intraperitoneally 75 mg/kg ketamine (Imalgene 1000; Merial Laboratorios) and 1 mg/kg (rats)
or 0.5 mg/Kg (mice) of medetomidine (Domtor, Pfizer). During surgery, animal body
temperature was maintained with an electric blanket. Animals head was placed on the
stereotaxic apparatus (Stoelting). For the surgery of mice, an adaptor (Cunningham mouse,
Harvard Apparatus) was coupled (Cetin et al 2006). The injection was carried out by a 30 G
dental carpule (Heraeus Kulzer Iberia) connected to a 10 ml Hamilton syringe (Microliter™
#701, Harvard Apparatus) through a plastic tube connector. Lentivirus was infused at the rate
of 10 pl/h using an infusion pump (11 Plus, Harvard Apparatus) (figure 14). The carpule was
maintained into the brain area for five more minutes once the lentivirus injection was finished
to facilitate complete diffusion. Unilateral injections of 2 ul (rats) or 1 pl (mice) of RGS-

lentivirus or vehicle-lentivirus were delivered in the right hemisphere.
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A

Figure 14. lllustration of the experimental setup for intracraneal lentivirus microinjection in rodents. (A).
A picture representing a rat placed in the stereotactic frame. (B). A picture showing the bregma position
(indicated by an arrow) in the rat skull. (C). A picture representing a mouse placed in the stereotactic frame. 1:
stereotaxic apparatus; 2: infusion system; 3: drill; 4: anesthesia; 5: surgical instruments; 6: electric blanket; 7:
cold light; 8: dry heat sterilizer; 9: dental carpule; 10: mouse stereotaxic adaptor.

1.2.2.2.2 Coordinates of injection

The coordinates for injection were taken from “The Mouse Brain in Steriotaxic
Coordinates” (Paxinos & Franklin 2001) and “The Rat Brain in Steriotaxic Coordinates”
(Paxinos & Watson 1998) (table 10).

Table 10. Rodent injection coordinates for area V2.
COORDINATES

RODENT  Anteroposterior ~ Mediolateral Dorsoventral
(AP)* (ML)* (DV)**
MOUSE -2.3 +1.3 -0.7
RAT -4.3 +2.1 -1.9

*(AP) and (ML) obtained from bregma
**(DV) obtained from duramater
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1.2.2.2.3 Post-surgical care and recovery

After stereotaxic surgery, animals were treated daily for 5 days with local antibiotic
(Dermocan, Fatro) application on the incision, 150 ul intraperitoneal injection of meloxicam
analgesic (Metacam 5 mg/ml, boehringer Ingelheim) and 300 pl buprenorphine analgesic
(Buprex 0.3 mg/ml, RB Pharmaceticals) administered through 300 ml of the drinking water.
After 21 days of injection and total recovery from the surgery, behavioral tests were

performed in these animals.

1.2.3 Confirmation of RGS144;4 protein expression by immunohistochemistry

The expression of RGS14414 was confirmed by immunohistochemistry using a
specific antibody (figure 15). This was performed similar to as described previously (Lopez-

Aranda et al 2009). Details of the procedure are details in appendix 4.

A

Figure 15. Confirmation of RGS14 protein expression in RGS14-treated rats. (A). Representative image
illustrating expression of RGS14 by fluorescent immunohistochemistry in coronal brain sections of area V2 (V2)
and of frontal cortex (Fr). Bars represent 200 um. (B). Schematic drawing representation of coronal (left) and
sagittal (right) sections indicating the localization of RGS14 protein (blue) at the injection sites. The brain areas
of V2, Fr and perirhinal (PRh) are delimited by thin lines within the cerebral cortex.
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1.2.4 ORM test

ORM test was used in our experiments to evaluate status of object recognition
memory in both rodent models. This test is based on spontaneous exploration and
discrimination between novel and familiar objects (Ennaceur & Delacour 1988). This test was
performed in daylight and was reliant on visual as well as other tactile cues, including

vibrissae.

1.2.4.1 ORM testin rat

The protocol used for this study has been described previously (Lopez-Aranda et al

2009) and consists of three phases:

Q) Handling phase. Rats were handled for 8 min during 5 consecutive days. This
process included placing animals on arm, gently caressing on head and body with
fingers, and moving up and down every 2 or 3 min by holding the whole body
(simulating the animal placing in the open field during the next phases).

(i) Habituation phase. Rats were habituated with open field box, a black home-
made square of 100 x 100 x 50 cm, where ORM test was going to take place. They
were allowed to freely explore open field for 12 min daily for 3 consecutive days.
These sessions are done in order to make the animal became familiar with the open
field as well as the room where the animal will perform the next phase.

(iii)  Test phase. It was performed in two steps as described below (figure 16):

3 min test

RGS14 or vehicle 3 min sample

injection

v . ¥

0 min 45 minor 24 h

Figure 16. Object recognition memory test in rats.

a) Exposure to objects: Two identical objects were placed at 30 cm distance from

walls of open field box and animals were released into the box facing their nose
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towards the wall and opposite to the objects. They were allowed to explore the
objects for 3 min.
b) Discrimination of objects: After a delay of 45 min or 24 h, rats were exposed to

one familiar object (from above) and a novel object for 3 min.

1.2.4.2 ORM test in mouse

We have followed the protocol for this work that has been done previously

(Escribano et al 2009; Schiapparelli et al 2006) and consists of three phases:

(i) Handling phase. It is similar to described before for rats except that the
positioning of the animal in this case was on the investigator hand instead of the arm.
(i)  Habituation phase. Mice were allowed to freely explore a green open field (50
x 35 x 50 cm; Harvard Apparatus) for 10 min daily for 2 consecutive days.

(ili)  Test phase. Similar to rats, this phase was done in two steps (figure 17):

RGS14 or vehicle
injection 10 min sample 10 min sample 10 min test

A

j @t ® 3 ®
b

14 14 14
_ diylls 1 1 / /_I

0 min 10 min 24 h

Figure 17. Object recognition memory test in mice.

a) Exposure to objects. Two acquisition sessions of 10 min were done with 10
min apart. During each session, animals were allowed to explore two identical
objects.

b) Discrimination of objects. After a delay of 24 h, mice were exposed for 10 min

to one familiar object and a novel object.

Obijects included in this test (appendix 3 (a and b)) showed no difference in object preference

test. In addition, novel and familiar objects were randomly placed on both sides to eliminate

47



I1l. Materials and methods

possible place preference. Open field box and objects were cleaned with 70 % (v/v) ethanol
between each animal to eliminate interfering odor trails (Antunes & Biala 2012).

1.2.4.3 Data collection

Both steps of the test phase were recorded with video camera and later were analyzed
by investigators without any knowledge of which animal belongs to which group. Exploration
time was computed by using the criteria of duration when animal touches the object with
nose. With the data on time spent in exploration of each object, discrimination index (DI) was
calculated as following, where N is exploration time of novel object and F is exploration time

of familiar object:

DI=N/(N+F)

DI value of 0.5 reflects equal exploration time of both familiar and novel objects and further
suggests that animals were unable to keep the object information in memory. However a DI
value above 0.66 was considered that animals could retain the information in memory after a

delay period.

1.2.4.4 Statistical analysis

DI values were presented as mean + SEM and an unpaired Student’s t-test
(comparison of two groups) or a one-way ANOVA (comparison of 3 or more groups)
followed by the appropriate post hoc test (Tukey’s post hoc test for pairwise comparison or
Bonferroni’s post hoc test for comparisons versus a control group) were run in the software
SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific) to detect significant differences inter or intra-group
accepting a 5 % error probability (p < 0.05).

2 Second block of experiments: Identify pathways implicated in

RGS14,,4,-mediated memory enhancement

2.1 Experimental design

Mechanisms that underlie RGS14414-mediated memory enhancement were
investigated here by monitoring the effect of different agonists and inhibitors on performance
of RGS-animals in ORM test (section 111.1.2.4). First, memory enhancer effect of RGS14414
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was confirmed and then, same RGS-animals were administered with drugs (antagonists or
inhibitors) that are linked to memory processing pathways. A Dbrief description of

experimental design is presented in figure 18.

Lentivirus production
(RGS14-lentivirus and
vehicle-lentivirus)

|

Cannula implantation in Confirmation of .
.. : Study of mechanism
area V2 and lentivirus RGS14-mediated .
L . of action of RGS14 ORM test
injection UL (Drugs administration)
(Stereotaxic surgery) (ORM test) J

Data collection
(DI)

|

Statistical
analysis

Figure 18. A scheme of experimental design.

Two sets of 7 male Wistar Han rats between 3-4 months of age were used for initial ORM test
where one set was treated in area V2 with RGS14414-lentivirus (RGS14 group) and other was
treated with vehicle-lentivirus (vehicle group) (sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2). For drug
administration, 39 animals were used. In these animals, a cannula was implanted in area V2
(section 111.2.2.1) to inject lentivirus as above and later, it was used to administer drugs during

studies. Drugs injection time frames and volumes are described in detail in table 11.
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2.2 Methods

Note: The methodological procedure for this block concerning lentivirus production and
ORM test is detailed in the sections 111.1.2.1 and 111.1.2.4 respectively.

2.2.1 Cannula implantation and lentivirus injection

Before proceeding, rats were deeply anesthetized by administering intraperitoneally
75 mg/kg ketamine (Imalgene 1000; Merial Laboratorios) and 1 mg/kg medetomidine
(Domtor, Pfizer) and fixed in a stereotaxic apparatus (Stoelting) (Cetin et al 2006). For these
studies where the administration of different drugs is necessary, a guide cannula (Plastics one,
C317G) was chronically implanted into area V2 of the right hemisphere (see coordinates in
section 111.1.2.2.2.2). This cannula was fixed to the rat skull with three screws (Plastics one,
0-80X1-8) and Resirapid acrylic cement (Garcia y Brickner). A dummy cannula (Plastics
one, C317DC) was inserted to prevent clogging of the guide cannula. The next day of cannula
implantation and after anesthetizing the rats once again, 2 pl of lentivirus (RGS14 or vehicle)
were infused at the rate of 10 pl/h using an injection cannula (Plastics one, C317I) which was
inserted in the guide cannula (figure 19) and connected to a 10 ml Hamilton syringe
(Microliter™ #701, Harvard Apparatus) through a plastic tube connector and in turn to an

infusion pump (11 Plus, Harvard Apparatus).

{

Injection
cannula

Guide
cannula

Dummy
cannula

Figure 19. Schematic representation of
the cannula system for unilateral
microinjections into area V2. The guide
cannula was inserted into the brain and
fixed to the rat skull with acrylic cement
and stainless steel screws. The dummy
cannula and the injection cannula are also
shown.
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21 days after the injection of lentivirus, the different drugs were administrated using the

injection cannula. All studies were performed in awake and unstressed rats.

Animals were housed in the same conditions as in the first block of experiments (section
111.1.2.2) with the appropriate post-surgery recovery (section 111.1.2.2.2.3). Behavioral studies
were performed and analyzed as describe previously (section 111.1.2.4), with the exception of
the cannula insertion simulation based in the dummy cannula insertion and removal three o

for times.

3  Third block of experiments: Determine relationship between memory
enhancer effect of RGS14,4,, and AMPA receptors

3.1 Experimental design

Taking into consideration the implication of AMPA receptors in episodic memory
processing (Griffiths et al 2008; Malkova et al 2015; Winters & Bussey 2005) and the RGS14
effect on ORM enhancement (Lopez-Aranda et al 2009), here, we intend to investigate the
possible relationship between AMPA receptors and RGS14-mediated memory enhancement.
In this aim, we will perform gene as well as protein study of AMPA receptors as described in

figure 20.

Lentivirus production
(RGS14-lentivirus and
vehicle-lentivirus)

\1/ Object exposure for » Area V2 » cG|lI1::t2| :;2::?;:
3 min as in ORM test dissection (Western blot)

RGS14-lentivirus or
vehicle-lentivirus
injection in area V2

? %

(Stereotaxic surgery) AMPA receptors
I_-\rea \{2 » mRNA quantification
dissection (qRT-PCR)
V v

Data collection Data collection
(Quantity of AMPA (Level of GIuR2
receptors mRNA) expression)

Statistical
analysis

Figure 20. A scheme of experimental design.
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3.1.1 AMPA receptors mRNA quantification

A set of 8 rats at age of 3-4 months were treated in area V2 with RGS14-lentivirus
(RGS14 group) and another set of 8 rat of the same age with vehicle-lentivirus (vehicle
group) (sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2). After 21 days of the injection, area V2 was
dissected out (section 111.3.2.1) and tissues were processed for mRNA quantification by
quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) (section 111.3.2.2).

3.1.2 GIuR2 protein quantification

24 rats of 3-4 months of age were used in this study, where 12 rats were treated with
vehicle-lentivirus (vehicle group) and other 12 rats with RGS14-lentivirus (RGS14 group)
(sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2). After 21 days of treatment, rats were exposed to two
identical objects for 3 min and were sacrificed in groups of three animals at 20 min, 40 min,
60 min, and 24 h after the exposure (section 111.1.2.4). After processing of brain samples,

GIuR2 protein quantification was carried out by Western blot (section 111.3.2.3).

3.2 Methods

Note: The methodological procedure for this block concerning lentivirus production and
injection and ORM test is detailed in the sections 111.1.2.1, 111.1.2.2.2 and 111.1.2.4.

3.2.1 Dissection of area V2 of visual cortex from rat brain

Animals were anesthetized with an isoflurane/oxygen mixture and decapitated. After
deep anesthesia, brains were dissected out and carefully area V2 of right hemisphere was
extracted with a 4 mm punch (DH Material Médico, 94158BP-40F).

322 gRT-PCR

Punches of area V2 were collected in 1.5 ml tubes containing RNAlater® RNA
Stabilization Reagent (Quiagen, 1018087) and stored at 15-25 °C up to 7 days and then 2-8 °C

up to 4 weeks, if necessary.

3.2.2.1 Extraction of total RNA

Tissue RNA extraction was performed with RNeasy Tissue Mini kit (Quiagen,
74124) following manufacturer’s protocol (appendix 1.d). RNA purity and concentration were
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determined by measuring absorbance at 260 and 280 nm in Nanodrop1000, v3.7 (Thermo
Scientific). The concentration of RNA was determined using the formula of one unit at A IS
equal to 40 pg/ml of total RNA. Aggo/Asgo ratio of RNA samples was between 1.8 and 2,
indicating a good purity grade of RNA.

3.2.2.2 Reverse transcription (RT) of total RNA

For removal of genomic DNA (table 12), extracted RNA samples were incubated
with rDNase | enzyme at 37 °C for 30 min and the enzyme was inactivated by heating at 75

°C for 10 min. RNA samples were stored at 4 °C.

Table 12. Reaction to remove the genomic DNA.

REAGENT AMOUNT

10X DNase Buffer

(Ambion, AM2235) Lapl
rDNase | (2 U/pl)
(Ambion, AM2235) 02U
RNA SAMPLE 1ug
Nuclease-Free Water
(Gibco, 10977) Upto 14 pl
Total volume 14l

The RT reaction was performed with the High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied
Biosystems, 4387406) as shown in table 13. The reaction was performed at 37 °C for 30 min
and reverse transcriptase was inactivated by heating at 95 °C for 5 min. The cDNAs were
stored at -20 °C.

Table 13. Reverse transcription reaction.

REAGENT AMAOUNT

2X RT Buffer Mix 16 pl

20X RT Enzyme Mix 1.6 pl

Rumsenpl 14 pl
(resulting from genomic DNA digestion)

Nl e et oau

Total volume 32 ul

The cDNA concentration was estimated as in the previous section, using formula of one unit
at Aggo IS equal to 33 pg/ml of sSSDNA and Azso/Azso ratio of DNA samples was between 1.8
and 2.
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3.2.2.3 Primers for gRT-PCR
3.2.2.3.1 Primers design

Forward and reverse primers (table 14) were designed with the use of software
Primer Express, v2.0 (Applied Biosystems). Specificity of primers was checked by the
software Primer-Blast (NCBI) (Ye et al 2012) and finally a gRT-PCR simulation was done by
the software Amplify 1.2 (University of Wisconsin).

Table 14. gRT-PCR primer sequences.

REFERENCE PRIMER SEQUENCE*l LAPILICION
(GenBank) (5>3) =25l
(JY)
Forward:
Glutamate receptor, ATGGCATCGGGTACCACTACA
ionotropic, AMPA 1 NM_031608.1 100
(GluR1) Reverse:
AGCTGGAAACCTGTCACATTGG
Forward:
Glutamate receptor, TGGAGAGCTTGTCTACGGGAAA
ionotropic, AMPA 2 NM_017261.2 100
(GluR2) Reverse:
ACTCATGAAGGGCTTGGAGAAG
Forward:
Glutamate receptor, CTGAGAAGCCCTTCCATTTGAA
ionotropic, AMPA 3 NM_001112742.1 90
(GIuR3) Reverse:
AGAACTGGGAGCAGAAAGCATT
Forward:
Glutamate receptor, TCAAGGGCTGACTGGGAATG
ionotropic, AMPA 4 BC093608.1 90
(GIuR4) Reverse:
GGTCCTGTGCTTTTCAGTTCAAA
Forward:
Ribosomal protein ATGCCAACTCTCGTCAACAG
<2 NM_031103.1 102
L19 (RpI19) Reverse:
AGGTGTTCTTCCGGCATCG

*1 Primers synthesized by Sigma-Aldrich.
*2 Housekeeping gene

3.2.2.3.2 Determination of optimal concentration for gRT-PCR

Three different concentrations of primers (0.45, 0.225 and 0.1125 uM) were tested in
a qRT-PCR reaction (section 111.3.2.2.5) where each primer concentration was used with 3
different amounts of cDNA (640, 320 or 160 ng) from vehicle group as template. Optimal
primer concentration was selected for gRT-PCR experiments based on criteria detailed in
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appendix 1.d.2. We found that 0.45 uM primer concentration was optimum for all genes that

were subject to study.

3.2.2.4 Creating standard curves

PCR products of each gene (where optimal primer concentration was used) were
purified by using MiniElute PCR purification kit (Quiagen, 28004) (appendix 1.c.1) and their
concentrations were determined by the Nanodropl000, v3.7 spectrophotometer (Thermo

Scientific).

To generate standard curves, five serial dilutions of the purified PCR product of each gene
ranging 10™* to 10 were processed for gRT-PCR where the logarithm of DNA concentration
in femtograms was represented on X axis and corresponding Ct value on Y axis. The Ct
values of the 10 fold dilution which were not 3.3 cycles apart were discarded. A good linear
relationship between Ct and the logarithm of DNA concentration was considered when
correlation coefficient (R?) reached over 0.98. Amplification efficiency (E) is calculated from

the slope of the standard curve using the following formula:

E= 10—1/slope

In figure 21 are represented the standard curves of GIuR1, GIuR2, GIuR3 and GIuR4 genes
and the housekeeping gene Rpl19.
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GluR1

y=-3.4002x + 23.724
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25 E=1.97
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y=-3.4413x + 23.833
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Figure 21. Standard curves of GIuR1,
GluR2, GIuR3, GIuR4 and Rpl19 genes. A
correlation between logarithm of DNA
concentration (fg) and corresponding Ct value
of the 10 fold dilution of the cDNA is shown
here. E: Amplification efficiency, R%
correlation coefficient.
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3.2.25 gRT-PCR reaction

After primer optimization and standard curve analysis, we set out to perform qRT-
PCR for the evaluation of differential gene expression between the brain tissues obtained
from control and RGS14-treated rats. The gRT-PCR reactions were performed in 7500 Real-
Time PCR Systems thermocycler (Applied Biosystems), using the Power SYBR® Green PCR
Master Mix kit (Applied Biosystems, 4367659) as it is detailed in table 15.

Table 15. gRT-PCR reaction using Power SYBR® Green PCR Master Mix Kit.

FINAL
XEAEENY viel bl CONCENTRATION
Power SYBR® Green PCR
Master Mix (2X) L2l 1X
Reverse Primer 0.45 uM
. 8 ul
Forward Primer (each one)
cDNA sample 4 pl 640 ng
Total 24 pl

Triplicates were run for each cDNA sample in a MicroAmp®Optical 96-Well Reaction Plate
with Barcode (Applied Biosystems, 4306737). In addition to housekeeping gene, negative
control without cDNA was run at the same time. Once all reactive were added, plates were
sealed with gPCR Adhesive Clear Seals (4titude, 4ti-0560) and centrifuged at 1000 rpm for 1
min at 4 °C in the Centrifuge 5810R (Eppendorf) using the A-4-62 rotor, before placing it on
the gRT-PCR thermocycler. The quantitative amplification conditions as well as a standard

melt curve protocol are shown in table 16.

Table 16. gRT-PCR amplification cycles and temperatures.

STEP TEMPERATURE TIME
Polymerase activation 95°C 10 min

40 Denaturation 95°C 15s
cycles Annealing and 60°C 1 min

extension
95°C 15s
60 °C 1 min
Melt curve
95°C 30s
60 °C 15s
Hold 4°C

58



I1l. Materials and methods

3.2.2.6 Data collection

To determinate the RNA (cDNA) quantity of samples, obtained Ct for each gene
were interpolated in the corresponding standard curves. cDNA values corresponding to genes
(GIuR1, GluR2, GIuR3 and GIuR4) of RGS14 group or vehicle group were normalized with
housekeeping Rpl19 (Qgene/ Qrpiro) and percentages of change between vehicle and RGS14
groups were calculated as following:

RGS14 — \ehicle

Qgene nor Qgene nor

x 100

Qgene nor Vehicle

3.2.2.7 Statistical analysis

The Qgene nor Were presented as the mean + SEM and significant difference between
RGS and vehicle were tested by paired t-test (SigmaStat 3.5 software, Jandel Scientific),

accepting a confidence interval of 95 % (p < 0.05).

3.2.3 Western Blot

3.2.3.1 Brain homogenization and protein estimation

Brain punches of injection area V2 were frozen immediately in dry ice and stored at -
80 °C. Brain tissues were thawed, weighted and homogenized in 2 ml of 0.01 M Tris-HCI
buffer pH 7.4 (appendix 5.a.1) which included 1 % (v/v) protease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich, P8340) and 1 % (v/v) phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, P0044), using
tissue homogenizing system (Glas-Col). Protein concentration of homogenized samples was
determined by Lowry method (Lowry et al 1951) (appendix 5.b). 50 ul aliquots were then
lyophilized in SPD1010 SpeedVac System (Thermo Savant) for 45 min without heating and
stored at -80 °C until used.

3.2.3.2 Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblot

Loading buffer (1X) (Laemmli 1970) (appendix 5.a.3) was added to lyophilized
sample. The samples were heated at 95 °C for 10 min twice in a thermostatic block heater

TDB-100 (Boeco) to denature and dissolve the proteins. 2.5 pg and 5 pg of samples were run
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in 4-20 % Mini-PROTEAN® TGX™ precast polyacrylamide gels (Bio-Rad, 456-1096) using
electrophoresis unit (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad). SDS-PAGE was run at 150 V
(Power-Pac 300, Bio-Rad) and with 1X Tris-Glycine-SDS 1X buffer (TGS) running buffer
(appendix 5.a.4). 5 ul of ladder ranging between 10-250 KDa (Precision Plus Protein ™ Dual
Color S35 (Bio-Rad, 161-0374), were also loaded in gel. Separated proteins on
polyacrylamide gel proteins were transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (Bio-Rad, 1704156) using the Turbo Trans-Blot apparatus (Bio-Rad) for 7 min at
25 V, 1.3 A. Membranes were incubated with blocking solution prepared with 10 % (w/v)
powdered skimmed milk and 2 % (w/v) BSA (Sigma-Aldrich, A3059) in PBS-Tween pH 7.4
(appendix 5.a.6) for 3 h at room temperature by gentle shaking. Membranes were washed 3
times in PBS-Tween for 5 min each and incubated overnight at 4 °C with the corresponding
primary antibody: rabbit monoclonal anti-GluR2 antibody (Abcam, ab133477) at a 1:5000
dilution and mouse monoclonal anti-GAPDH antibody (as control of protein loading) (Sigma-
Aldrich, G8795) at a 1:40000 dilution. After incubation with primary antibody, membranes
were washed 3 times and incubated in the corresponding secondary antibody at room
temperature for 75 min. Biotinylated secondary antibodies were from horse anti-goat (Vector
Lab., BA9500) and goat anti-mouse (Vector Lab., BA-9200).

Both primary and secondary antibodies were prepared in 5 % (w/v) powdered skimmed milk,
2 % (w/v) BSA and 0.1 % (w/v) sodium azide (Sigma Aldrich, S2002) in PBS-Tween. After
washing, membranes were incubated with extraAvidin-peroxidase conjugate (Sigma-Aldrich,
E2886) (dilution 1:2000 in PBS-Tween) for 50 min at room temperature.

Finally, polypeptide bands corresponding to GluR2 or GAPDH were developed by 3,3’-
diaminobenzidine (DAB) Enhanced liquid substrate system (Sigma-Aldrich, D3939) as a

brown precipitate.

3.2.3.3 Data collection

High resolution images of dried blots were acquired with scanner Epson perfection
V750 Pro. Densitometry analysis of bands was performed using Quantity One version 4.3.6
software (Bio-Rad) and O.D. values were normalized with a-tubulin. The optical density of
GIluR2 protein (RGS or vehicle) was normalized with GAPDH (ODgur2 / ODgappH)-
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Subsequently, the percentage change of GIUR2 protein in RGS14 group related to the vehicle
was calculated using the O.D normalized values (ODgyr2 nor) as:

O.Deiurangr RGS14 — 0.D gurp oy Vehicle
x 100

O.D gur2 nor Vehicle

3.2.3.4 Statistical analysis

The values were expressed as mean £ SEM. A paired Student’s t-test (SigmaStat 3.5;
Jandel Scientific) comparing normalized O.D values of both treatments were carried out to
identify significant differences (p < 0.05).

4  Fourth block of experiments: Examine the effect of RGS1444

treatment on Hebbian synaptic plasticity in perirhinal cortex

4.1 Experimental design

This section was designed to study the possible relationship between RGS14-
mediated memory enhancement and Hebbian synaptic plasticity. Considering that perirhinal
cortex is one of the most studied cortical areas for delineation of electrophysiological
correlates of ORM processing in brain (Brown & Aggleton 2001; Kim et al 2014; Lech &
Suchan 2013; Martin et al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton & Brown 2010;
Watson & Lee 2013), in vitro extracellular field recordings in perirhinal cortex of brain slices
of RGS-treated animals were performed. However, before performing electrophysiological
studies, an ORM test was carried out to confirm whether RGS14,4 gene treatment in
perirhinal cortex produces an enhancement in ORM similar to seen in area V2 or not. The

experimental design of this block of experiments is summarized in figure 22.

Note: Electrophysiological studies were carried out during my stay of 7 months in the group
of Dr. Zafar I. Bashir at the University of Bristol (United Kingdom). Nevertheless, results of
depotentiation experiments are a representation of results acquired by me at the University of
Bristol and the results obtained in collaboration with group of Dr. Robert Nistico at the

University of Rome (Italy).
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Lentivirus production
(RGS14-lentivirus and
vehicle-lentivirus)

¢

RGS14-lentivirus or vehicle-
lentivirus injection in
perirhinal cortex
(Stereotaxic surgery)

4 4

RGS14-lentivirus injection in
perirhinal cortex
(Stereotaxic surgery)

Study of RGS14-mediated boost in Perirhinal brain slices
ORM after treatment in perirhinal preparation
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! 4
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!

Data collection
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Figure 22. A scheme of experimental design.

4.1.1 Effect of RGS14414 gene treatment in perirhinal cortex on ORM

16 rats of 3-4 months of age were used for this study where one set of 8 rats was
treated with RGS14-lentivirus (RGS14 group) and other set of 8 rats with vehicle-lentivirus
(vehicle group). Here, both sets received treatment in perirhinal cortex using rat atlas
coordinates, AP: -4.52, ML: £ 6.7, DV: -4.75 (sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2). After 21 days

of injection, these animals were subjected to an ORM test (section 111.1.2.4).

4.1.2 Evaluation of RGS14-mediated effect on synaptic plasticity

29 rats of 3-4 months of age were treated with RGS14-lentivirus in perirhinal cortex

in one of the two hemispheres (sections 111.1.2.1 and 111.1.2.2.2). In vitro extracellular field
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potential recordings (section I11.4.2.1) were done in perirhinal cortex slices prepared from
RGS14-treated hemisphere (as RGS14 group) and untreated hemisphere (as control group).

4.2 Methods

Note: The methodological procedure for this block concerning lentivirus production and
injection and ORM test is detailed in the sections 111.1.2.1, 111.1.2.2.2 and 111.1.2.4.

4.2.1 Slice preparation and electrophysiology
4.2.1.1 Preparation of perirhinal cortical slices

Animals were anesthetized with an isoflurane/oxygen mixture and decapitated. The
brain was rapidly removed and placed into ice-cold modified artificial cerebrospinal fluid
(mACSF, rich in sucrose) (appendix 6.1) saturated with 95 % oxygen and 5 % carbon dioxide.
A mid-sagittal section was made, the rostral and caudal parts of the brain were removed by
single scalpel cuts at ~ 45° to the dorsoventral axis (figure 23), and each hemisphere was
glued (cyanoacrylate adhesive, Loctite) by its caudal end to a vibroslice stage (Campden

Instruments) and submerged in mMACSF.

—— Rhinalsulcus [l Area36 (PRh) [ Postrhinalcortex

B Area35 (PRh) [ Entorhinalcortex

Dorsal

Rostral 4—1—’ Caudal

Ventral

Figure 23. A lateral schematic view of the rat brain. Positions of the perirhinal cortex (Brodmann areas 35
and 36), postrhinal cortex, entorhinal cortex and rhinal sulcus are shown. Diagonal lines indicate the
approximate angle at which brain slices were cut.

400 pm coronal slices that included perirhinal cortex (Brodmann areas 35 and 36) (figure 24)

and entorhinal and temporal cortices were cut and placed into a holding chamber filled with
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oxygenated ACSF (appendix 6.2) at room temperature (20-25 °C) for 1-6 h before transferring
to the recording chamber. Slices from each hemisphere were kept separate with experimenter

blind to the hemispheric treatment of the slices.

Figure 24. Nissl stained slice cut at
angle of 45°. Positions of the perirhinal
cortex (Brodmann areas 35 and 36),
medial entorhinal cortex (MEC),
lateral entorhinal cortex (LEC) and
rhinal sulcus (rs) are shown (modified
from Kajiwara et al 2003).

area3b

4.2.1.2 Invitro extracellular field potential recordings

Field excitatory postsynaptic potentials (fEPSP) were recorded from layers II/III
from directly below the rhinal sulcus (area 35). Two stimulating electrodes were placed on
both sides ¢ 0.5 mm) of the recording electrode (figure 25). Two pathways (entorhinal
pathway (area 35) and temporal pathway (area 36)) were examined to ensure input specificity
of any plasticity effect, as previously described (Massey et al 2004; Ziakopoulos et al 1999).
Electrode positioning was facilitated using a dissecting microscope (MS-5, Leica

Microsystems) and a cold light source (KL-200, Schott).

rs REC
s1 \j ’ S2
|
Temporal side Entorhinal side

(Dorsal) (Ventral)
/11
36

\" 35
Vi

WM

Figure 25. Representation of the perirhinal cortex slice indicating recording electrode (REC) and
stimulating electrodes (S1 and S2) positions. Positions of the perirhinal cortex (Brodmann areas 35 and 36),
rhinal sulcus (rs) as well as the approximate position of cortical layers I-VI and the white matter (WM) are also
shown (modified from Cho et al 2000b).
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(i) Perfusion system

A slice was submerged in a recording chamber and oxygenated (95 % O, and 5 %
CO,) and warm ACSF was continuously pumped at flow rate of 2 ml/min with a peristaltic
pump (Watson-Marlow) under the force of gravity via pre-warmed plastic tubing (ID 1.4 mm,
OD 1.9 mm, Portex). The final temperature of the medium in the recording chamber was
between 28 °C and 32 °C (temperature did not fluctuate by more than 0.5 °C during a single
experiment). Waste ACSF was removed under suction via a needle connected to a vacuum

pump (Charles Austen Pumps) to maintain a constant volume of ACSF in the slice chamber.

(i) Stimulating electrodes

Bipolar stimulating electrodes were made of two strands of nickel-chromium wire
(Advent Research Materials, N1653514), which passed through a 1.5 mm OD, 0.86 mm ID
glass capillary (Harvard Apparatus, 30-0057). Blue Tack™ (Bostik) was used to adjust the
length of wire protruding from the capillary. Each electrode was mounted in an isolating
platform (VM-3046, Newport Spectra-Physics) on a manipulator (M-152, Narishige) with a
magnetic stand (GJ8, Narishige). The electrodes were individually connected to stimulus
isolation units (DS2A-Mk.I1, Digitimer) which produced constant voltage pulses of 0.1 ms
duration triggered via the data acquisition software WIinLTP, v.1.01 (Anderson &
Collingridge 2007; Anderson et al 2012).

(iii) Recording electrode

The recording electrode was made from borosilicate glass capillary of 1.5 mm OD,
0.86 mm ID pulled on a pipette puller (P-84, Sutter Instruments) whose parameters were
adjusted to obtain a pipette tip resistance in the range of 3-10 MQ. Pipettes were filled the
same extracellular recording solution (ACSF) and placed in an electrode holder (Axon
instrument). A partially chloride silver wire (Advent research material, AG5485) in the
electrode holder was incompletely immersed in the extracellular recording solution providing
electrical continuity between the extracellular recording solution and the headstage assembly.
The headstage assembly consisted of the electrode holder connected to a headstage
(CVv203BU, Axon instrument) mounted on a motorized micromanipulator (SM-5, Luigs &

Neumann) which allowed a very fine control of the electrode in all planes (x, y and z). A
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reference (grounding) electrode consisting of a partially chlorided silver wire was in contact
with the recording chamber through a pellet (Model E206, 641310, Harvard apparatus) and

connected to the headstage.

(iv) Stimulation protocols

A single pulse was delivered alternately to each stimulating electrode at 0.033 Hz
(that is, a pulse each 30 s to each pathway; hence the tissue was alternately stimulated every
15 s). fEPSPs were reduced to 50 %-60 % of maximum amplitude to achieve a baseline of
synaptic transmission before induction of synaptic plasticity. After a baseline of at least 30

min three stimulation protocols were carried out:

a) Induction of long-term potentiation (LTP) of synaptic transmission through two

different protocols of high frequency stimulation (HFS):

e HFS-100 Hz: 4 trains of stimuli, each of 100 Hz lasting 1 s, every 30 s
(Massey et al 2004; Ziakopoulos et al 1999).

e HFS-20 Hz: 1 train of stimuli of 20 Hz lasting 1 s.

b) Induction of muscarinic cholinergic receptor-dependent long-term depression
(LTD) of synaptic transmission by bath application of a non-selective cholinergic
agonist; carbachol (CCh) (Abcam, abl141354) for 10 min at two different
concentrations: 50 UM or 20 uM (Massey et al 2001).

c¢) Induction of depotentiation (reversal of LTP) of synaptic transmission through a
low frequency stimulation (LFS) protocol (900 stimuli at 1 Hz lasting for 15 min)
applied 20 min after LTP induction (Massey et al 2004; Ziakopoulos et al 1999).

fEPSP peak amplitudes were measured during the 60 min period, posterior to the induction of
synaptic plasticity in each case (after the 2 min HFS induction, the 15 min LFS induction or
the 10 min after CCh bath-application). The pathway in which plasticity was induced was
randomly allocated; on some occasions, it was the entorhinal and others, the temporal input.
LTP, LTD and depotentiation were input specific with no plasticity observed in the
nonconditioned pathway (data not shown) as has previously been described (Cho et al 2000b;
Massey et al 2004; Warburton et al 2003; Ziakopoulos et al 1999).
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4.2.1.3 Data collection

Field responses were monitored through an AxoPatch 200B amplifier (Axon
instrument), and amplified 500-fold using a low-pass cut-off frequency of 5 kHz. Signals
were digitalized using an analogue-digital converter with a sampling rate of 10 kHz. The data

acquisition software Win LTP allowed on-line measurement of peak amplitudes.

4.2.1.4 Statistical analysis

Experiments were analyzed off-line using the analysis software WinLTP 1.01
Reanalysis (Anderson & Collingridge 2007; Anderson et al 2012). Peak amplitude values
were measured and expressed relative to the normalized pre-conditioning baseline (30 min) in
each experiment. Data pooled across slices were expressed as means = SEM and the

significance of plasticity changes were established using the appropriate test:

Q) An unpaired Student’s t-test to compare the RGS14 group versus the control

group (normalized data).

(i) Paired Student’s t-test to compare the base line versus LTP or LTD (raw data)

in each group (RGS14 or control).

(iii) A one-way ANOVA with repeated measures followed by Bonferroni’s post
hoc test to compare the baseline versus LTP versus depotentiation in each

experiment.

These statistical analyses were run in the software SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific) to detect

significant differences accepting a 5 % error probability (p < 0.05).

5  Fifth block of experiments: Analyze brain areas implicated in RGS14-

mediated memory enhancement

5.1 Experimental design

The aim of this section was to study the enhancer effect of RGS14 in different brain
areas that are part of circuit involved in ORM processing that include area V2, perirhinal

cortex and frontal cortex (see section 1.2.1.1). Furthermore, to study the possible dependence
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of each area in memory processing, the immunotoxin Ox7-SAP was used to lesion a brain
area or more than one brain area. The experimental design for this block is described briefly

in figure 26.

Lentivirus production
(RGS14-lentivirus and
vehicle-lentivirus)

. 4

RGS14-lentivirus or vehicle-
lentivirus injection in perirhinal
cortex, frontal cortex or area V2

I (Stereotaxic surgery) '

Study of RGS-mediated boost in ORM after
treatment in perirhinal and frontal
cortices and area V2
(ORM test)

! 4

Data collection / ORM test

I 4

Visualization of the neuronal

Study of independence of each area in
ORM processing
(Ox7-SAP administration)

Statistical damage
analysis (cresyl violet staining)

Figure 26. A scheme of experimental design.

5.1.1 RGS1l4-mediated enhancement in ORM after treatment in either areas V2,

perirhinal cortex or frontal cortex

Three groups of rats of 3-4 months of age were used in this study:

(i) Area V2 group: 12 RGS144s-lentivirus treated and 12 vehicle-lentivirus
treated rats were included in this group. However, injection was done in area
V2 of visual cortex using atlas coordinates, AP: -4.3, ML: £ 2.1, DV: -1.9.

(it) Perirhinal cortex group: 8 RGS1444-lentivirus treated and 12 vehicle-
lentivirus treated rats were included here. In this group, injection was done in
perirhinal cortex using atlas coordinates, AP: - 4.52, ML: £ 6.7, DV: - 4.75.
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(i) Frontal cortex group: 8 RGS14434-lentivirus treated and 11 vehicle-lentivirus
treated rats were included in this study. Here, the injection was done in frontal
cortex using atlas coordinates, AP: + 4.7, ML: £ 2.2, DV: -1.

All groups were subjected to ORM test for monitoring their ORM statuses after a delay of 24
h (section 111.1.2.4).

5.1.2 Study of dependence of brain areas implicated in RGS14-mediated ORM

processing

After treatment of rats with RGS14414 gene in either area V2, perirhinal cortex or
frontal cortex, a selective elimination of neurons in areas under study was carried out by the
administration of Ox7-SAP (Advanced Targeting Systems, 1T-02) at a concentration of 0.9
pg/ul in both hemispheres (Krum et al 1997; Nolan & Freeman 2005; Traissard et al 2007). A
description on treatment and number of animals used in each condition is described in table
17, table 18, and table 19.

Table 17. Ox7-SAP administration after RGS14 treatment in area V2.

With Ox7 in PRh and Fr n=7 n=8

*In this group, 44 rats were treated with RGS14-lentivirus and 33 rats were treated with vehicle—
lentivirus with or without OX7-SAP.

Treatment

Table 18. Ox7-SAP administration after RGS14 treatment in perirhinal cortex.

With Ox7 in Fr and V2 n="7 n=10

*In this group, 46 rats were treated with RGS14-lentivirus and 32 rats were treated with vehicle—
lentivirus with or without Ox7-SAP.

Treatment
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Table 19. Ox7-SAP administration after RGS14 treatment in frontal cortex.

With Ox7 in PRh and V2 n=7 n==8

*In this group, 43 rats were treated with RGS14-lentivirus and 31 rats were treated with vehicle—
lentivirus with or without OX7-SAP.

=
c
(5]
=
=
(453
(5]
S
|_

All animals were subjected to ORM test for monitoring their ORM statuses (section 111.1.2.4)
after a delay of 24 h. Once the behavioral studies terminated, neuronal damage produced by
Ox7-SAP administration was confirmed by staining with Cresyl violet (section 111.5.2.1).

5.2 Methods

Note: The methodological procedure for this block concerning lentivirus production and
injection and ORM test is detailed in the sections 111.1.2.1, 111.1.2.2.2 and 111.1.2.4.

5.2.1 Cresyl violet staining

Previous to the staining (appendix 4 (c, d and e)), sections were mounted on gelatin-
coated slides (appendix 4.b) and dried overnight at 37 °C for their complete adhesion. Dried
sections were hydrated through PBS 0.1M (30 min) and distilled water (30 min). Afterwards,
staining was performed with 1 % Cresyl violet solution (Sigma-Aldrich; C5042) for 15 min.
After removal of excess stain with distilled water for 2 min, sections were dehydrated
following this order: 70 % ethanol for 10 s and then 90 % ethanol with 10 % glacial acetic
acid for 1 min. Then, the sections were submerged in ethanol absolute for 4 min and xylene
for 10 min. Finally the sections were mounted with DPX mounting medium (Merck,

1.00579). Sections were analyzed under the DM IRE2 microscope of Leica.
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IV. Results

1 Recovery of ORM loss by RGS14,;4 gene treatment in area V2

Memory enhancer effect of RGS144;4 (Lopez-Aranda et al 2009) was tested in two
different ORM-deficient rodent models: normal aging rats and transgenic mice of
Alzheimer’s disease.

1.1 Study in aging

Discrimination index (DI) values representing capacity for holding information of an
object in memory (see in section 111.1.2.4.3 for details) of different experimental groups
(control without injection, control vehicle-treated and RGS14 gene-treated groups) are shown
in figure 27. We observed that 3 months old control rats without treatment were able to retain
the information of an object after a delay of 45 min (0.719 + 0.017), but not after 24 h (0.50 +
0.054) (one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test, p = 0.002). However, when these rats
reached to 18 months of age, a drastic drop in ORM was observed and this fall in memory of
45 min was to a level where they were unable to remember the same information (0.507 +
0.034, 45 min at 18 months versus 0.719 £ 0.017, 45 min at 3 months; one-way ANOVA with
Tukey’s post hoc test, p < 0.001). After treating these memory-deficient 18 months old rats
with RGS14414 gene in area V2 (RGS14 group), a full recovery in ORM loss was observed
(0.75 £ 0.022, RGS14 group 45 min at 20 months versus 0.507 £ 0.034, control group without
injection 45 min at 18 months; unpaired Student’s t-test, p < 0.001). In addition to ORM
recovery of 45 min delay, a boost in memory capacity of these RGS-animals was observed.
Untreated control animals are incapable of remembering an object information after 60 min of
delay (Lopez-Aranda et al 2009) and 24 h delay (0.50 + 0.054, 24 h at 3 months); however,
RGS14414-treated animals could keep the same information in brain even after a delay of 24 h
(0.727 = 0.024, RGS14 group at 20 months versus 0.507 + 0.054, control group without
injection at 3 months of age, unpaired Student’s t-test, p = 0.003). This effect of RGS14414
treatment on recuperation of memory loss as well as on boost in memory persisted until 24
months of age (0.721 £ 0.038), an age until animals were able to perform on ORM test.
However, in contrast to RGS14,434 gene treatment, vehicle treatment (control vehicle group)
did not produce any effect on memory (0.49 £ 0.035, 45 min delay; 0.501 + 0.028, 24 h delay
at 20 months; 0.496 + 0.041, 24 h delay at 24 months).
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O Controlwithoutinjection

@ Vehicle
B RGS14
*
0,9 1 %
0,8 1
—T
0,7 1
x
§ 0,6 1
T I I
b5
£ 047 S
E < o
‘£ 0,3 1 <
2 Q>
o 0,2 1
0,1 1 l
0,0
3(n=12) 3 (n=12) 18 (n=16) 20(n=7-9) 20 (n=7-9) 24 (n=5-6)
Delay Delay Delay Delay Delay24 h
45 min 24h 45 min 45 min

Age inmonths

Figure 27. Recovery of an episodic memory loss in aging rats after RGS144.4 gene treatment in area V2.
When normal rats of 3 months of age were exposed to an object for 3 min, they could retain the object
information in memory for 45 min and were unable to do so after a delay of 24 h. However, this normal memory
of 45 min in rats of 18 months of age was completely lost. A localized RGS14,414 gene treatment in area V2 of
these memory-deficient 18 months old rats led to a full recovery of ORM loss (delay 45 min, 20 months). In
addition, this treatment produced an enhancement in this memory which was detectable even after a delay of 24
h (delay 24 h, 20 months) and this effect persisted until 24 months of age (delay 24 h). Number of rats (n) is
indicated beneath bars. s shows significant intra-group differences and 4 shows significant intergroup
differences (p < 0.05).

1.2 Study in Alzheimer’s disease

The level of performance of 2 months old AD-mice (AD group) and control wild
type mice (WT group) on ORM task were very similar and both groups of animals showed
normal ORM status (0.754 + 0.025, AD group and 0.768 + 0.039 WT group) (figure 28).
However, in contrary to WT group, AD-mice showed a significant ORM deficit at the age of
4 months (0.795 £ 0.030, WT group versus 0.560 + 0.021, AD group; unpaired Student’s t-
test, p < 0.001). A treatment of these memory-deficient mice with RGS14,14 gene in area V2
(AD+RGS14 group) led to full recuperation of ORM loss (0.773 + 0.026, AD+RGS14 group
versus 0.543 + 0.041, AD group, 7 months; one-way ANOVA followed by a Tukey’s post
hoc test, p < 0.001). This effect of RGS14 treatment persisted in these mice even until 10
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months of age (0.698 + 0.037, AD+RGS14 group versus 0.523 + 0.067 AD group, 10 months;
one-way ANOVA followed by a Tukey’s post hoc test, p = 0.0048). These AD+RGS14 group
mice showed normal ORM similar to WT group (0.773 + 0.026, AD+RGS14 group versus
0.726 + 0.047, WT group at 7 months and 0.793 + 0.033, at 10 months). However, vehicle
treatment (AD+vehicle group) showed no effect on memory (0.542 + 0.026, 7 months and
0.534 + 0.045, 10 months) and their ORM levels were similar to AD group (0.543 £ 0.041, 7
months and 0.523 + 0.067, 10 months).
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Figure 28. Recovery of ORM loss in AD-mice by RGS14,14 gene treatment in area V2 of visual cortex. AD-
mice of 2 months of age, similar to wild-type, showed normal ORM, however, a substantial ORM loss was
observed at 4 months of age. A localized RGS14,414 gene treatment in area V2 of 4 months old AD-mice led to a
full recovery in ORM loss and this recovered memory was maintained even at 10 months of age (7 and 10
months). Number of rats (n) is indicated beneath bars. ¢ shows significant intergroup differences (p < 0.05).
AD: Alzheimer Disease.

2  Mechanism of memory enhancer activity of RGS14,4

Different drugs (antagonists and inhibitors) were employed (table 11, section 111.2.1)
with the goal to identify possible pathways implicated in RGS14,44-mediated ORM
enhancement. These drugs were administered to RGS14-treated rats during performance on
ORM task and their ORM levels were monitored.
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2.1 Implication of AMPA/Kainate receptors

Prior to drugs administration, presence of memory enhancer effect of RGS14414 gene
treatment was confirmed in RGS-animals. Therefore, three months old RGS-animals were
subjected to ORM test with a delay of 24 h, but without drug as shown in figure 29. These
RGS-animals showed significant enhancement in ORM (0.696 + 0.020, RGS14 group versus
0.522 £ 0.020, control vehicle group; unpaired Student’s t-test, p = 0.002). However, a
reversal in this ORM enhancement was observed after administration of CNQX, an
AMPA/Kainate receptor antagonist (0.475 + 0.067, p < 0.001); KN62, a Ca** / calmodulin-
dependent protein kinase Il (CaMKII) inhibitor (0.567 + 0.027, p = 0.002) and TIQ-A, a
Poly[ADP]-ribose polymerase 1 (PARP-1) inhibitor (0.498 + 0.031, p < 0.001).
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Figure 29. AMPA/Kainate receptors, CaMKII and PARP-1 are involved in RGS-mediated ORM in rats.
Administration of the antagonists CNQX, KN62 or TIQ-A reverted the memory enhancement effect of RGS14414
gene treatment whereas DL-AP5, LY367385, U0126 and ZIP showed no effect. Number of rats (n) is indicated
beneath bars. s shows significant intra-group differences and ¢ shows significant intergroup differences (p <
0.05).
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In contrast, no effect was seen when we administered DL-AP5, a NMDA receptor antagonist
(0.736 £ 0.025, p = 1); LY367385, a metabotropic glutamate receptor la (mGIuR1a)
antagonist (0.685 £ 0.025, p = 1); U0126, a MAP kinase kinase (MKK) inhibitor (0.711 +
0.020, p = 1) and ZIP, a protein kinase M{ (PKMJ{) inhibitor (0.782 £+ 0.025, p = 0.832). One-
way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test was run in this study to determine the

difference between drug-treated and untreated groups.

2.2 A dynamic expression of AMPA receptors in RGS-animals

Considering the possible implication of AMPA receptors in RGS14-mediated ORM
enhancement demonstrated by the administration of the antagonist CNQX, a gene study of
AMPA receptor family (GIuR1-4) was carried out, followed by a protein study of GIuR2

subunit.

2.2.1 Anincrease in GluR2 and GluR4 gene expression

Figure 30 shows the results obtained after performing a qRT-PCR of AMPA
receptors. RGS14 gene treatment in area V2 led to a significant increase in GIuR2 mRNA
levels (66.3 + 6.3 %); paired Student’s t-test, p = 0.006) and a less but also significant increase
in GIuR4 mRNA levels (23.3 £ 3.1 %; paired Student’s t-test, p < 0.001). There was no
difference in GIuR1 (10.0 = 5.6 %; paired Student’s t-test, p = 0.163) and GIuR3 (-3.7 + 1.8
%; paired Student’s t-test, p = 0.189) mRNA levels.

Figure 30. RGS14414 gene treatment
leads to an increase in GIuR2 and
GluR4 mRNA expression in area V2 of
rats. RGS14,y, gene treatment caused a

¢ significant increase in mMRNA levels of
GluR2 gene (= 65 %) and a less but
significant increase in GluR4 gene (=~ 24
%). However there was no difference in
GIluR1 and GIuR3 genes. Number of
experiments (n) is indicated beneath bars.
4 shows significant intergroup
differences (p < 0.05).

% Change from vehicle (mRNA)

GluR1 (n=5) GluR2(n=8) GIuR3(n=5) GluR4 (n=5)

Gene
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2.2.2 Expression pattern of GIuR2 protein during ORM processing

A schematic representation of the experimental design for the evaluation of GIuR2

protein activity is shown in figure 31.A. Figure 31.B shows an example of one of the western

blot experiments where expression of GIuR2 and GAPDH (as loading control) protein levels

after 20, 40, 60 min and 24 h post-exposure to an object, are represented.
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Figure 31. An enhanced activity of GIuR2 protein during ORM processing in area V2 of RGS-rats. (A)
Schematic representation of experimental design showing time course when area V2 was extracted for Western
blot experiments. (B) An example of GIuR2 and GAPDH (as loading control) expression after 20, 40, 60 min
and 24 h of the exposure to an object. (C) Summary of Western blot results shows that RGS14 gene treatment
caused a significant decrease in GIUR2 protein after 20 min of exposure to an object and then a robust increase in
this protein was observed after 60 min and 24 h. Number of experiments (n) is indicated beneath bars. ¢ shows

significant intergroup differences (p < 0.05).
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Figure 31.C shows GIuR2 protein expression levels during ORM processing. A significant
decrease in GIuR2 protein levels was observed after 20 min (-19.6 £ 2.9 %, paired Student’s t-
test, p = 0.036) of objects exposure, and a significant increase after 60 min (112.3 £ 2.9 %,
paired Student’s t-test, p = 0.013) and 24 h (84.1 + 21.4 %, paired Student’s t-test, p = 0.025).
However, no difference was observed after 40 min (13.4 £ 6.7 %, paired Student’s t-test, p =
0.114).

2.3 The relationship between ORM and synaptic plasticity in perirhinal cortex

Considering the memory enhancer effect of RGS14 protein in area V2, we next
tested whether this protein can produce the same effect in perirhinal cortex or not. Because
this area is one of the most studied cortical areas that has been used for delineation of
electrophysiological correlates of ORM processing in brain (Brown & Aggleton 2001; Kim et
al 2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton &
Brown 2010; Watson & Lee 2013). This study will allow us to determine the relationship
between the effect of RGS14 seen on ORM in behavioral studies and the Hebbian synaptic
plasticity.

2.3.1 RGS14414-mediated ORM enhancement in perirhinal cortex

Rats with 3 months of age were treated with RGS-lentivirus or vehicle-lentivirus in
perirhinal cortex and their performance on ORM test (section 111.1.2.4) were monitored after a
delay of 24 h. As it is shown in figure 32, RGS14-treated rats were able to keep the
information on previously exposed objects in memory (0.763 + 0.010), whereas in contrary,
control vehicle group animals were unable to do so (0.531 + 0.018, unpaired Student’s t-test,
p <0.001).
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Figure 32. RGS1444 gene treatment into perirhinal cortex produces an enhancement in ORM
similar to observed in area V2 of rat brain. In an ORM test, we observed that vehicle group of animals
were unable to recognize an object after a delay of 24 h, however RGS-treated animals could retain in the
memory the information on the same object. Number of rats (n) is indicated beneath bars. ¢ shows
significant intergroup differences (p < 0.05).

2.3.2 Study of synaptic plasticity

Having confirmed the ORM enhancer effect of RGS14 protein in perirhinal cortex,
we wanted to determine whether RGS14 gene treatment produced changes in the Hebbian
synaptic plasticity. Therefore, in vitro extracellular field potential recordings were performed
in slices of rat perirhinal cortex using different stimulation protocols for the induction of: (i)
long-term potentiation (LTP), (ii) muscarinic receptor-dependent long-term depression
(LTD), and (iii) depotentiation.

2.3.2.1 Effect of RGS14414 on LTP induced by high frequency stimulation (HFS)

Normalized fEPSP amplitude values that were obtained after induction of LTP in
perirhinal cortex, are represented in figure 33 as mean + SEM (section 111.4.2.1.3). Two
different protocols of HFS were employed: (i) 4 trains of stimuli of 100 Hz where each train
lasted for 1s and was every 30 s (figure 33.A), and (ii) 1 train of stimuli of 20 Hz that lasted 1
s (figure 33.B).
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Figure 33. Alteration in LTP induced by 20 Hz but not by 100 Hz in perirhinal cortex of RGS-treated rats.
(A) In vitro extracellular field recordings show no difference in the magnitude of LTP induced by 100 Hz HFS
(4 train of 1 s stimulation; indicated by arrow) between RGS14-treated (n = 6 ; p = 0.003) and non-treated
groups (n = 5; p < 0.001) (B) However, LTP induced by 20 Hz HFS (1 train of 1 s stimulation; indicated by
arrow) led to a retard fall during the maintenance of LTP in RGS14 group (n = 6, p = 0.764) when compared to
control group (n = 6, p = 0.024). Traces above the graphs of A and B are representative fEPSP responses taken
from appropriate time points as indicated in 1 and 2. Each trace is the average of four sweeps and stimulus
artifacts have been removed for the presentation. Values of normalized fEPSP amplitudes are represented as
mean + SEM. Number (n) represents number of animals used.
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Results of in vitro extracellular field recordings show a similar level of induction of LTP after
application of 100 Hz HFS in RGS14-treated group (paired Student’s t-test, p = 0.003) as
non-treated control group (paired Student’s t-test, p < 0.001) (figure 33.A). However, when
HFS was applied at 20 Hz, no LTP induction in RGS14 group of animals was observed
(paired Student’s t-test, p = 0.764), but it could successfully be induced in control group of
animals (paired Student’s t-test, p = 0.024) (figure 33.B).

2.3.2.2 Effect of RGS14 on LTD induced by stimulation of muscarinic cholinergic

system

Normalized fEPSP amplitude values (section 111.4.2.1.3) that were obtained after
induction of muscarinic cholinergic receptor-dependent LTD in perirhinal cortex, are
represented as mean + SEM in figure 34. These inductions were carried out by 10 min bath
application of two concentrations of carbachol, an agonist of muscarinic cholinergic system:
(i) 50 puM (figure 34.A), and (ii) 20 puM (figure 34.B). Data obtained from in vitro
extracellular field potential recordings (figure 34) show an induction of LTD upon application
of 50 uM of carbachol in both RGS14-treated group (paired Student’s t-test, p = 0.004) and
non-treated control group (paired Student’s t-test, p < 0.001), and this induction in LTD was
very similar in both group of animals. However, in contrast, application of a lower
concentration, 20 uM, of carbachol produced no LTD in RGS14 group of animals (paired
Student’s t-test, p = 0.056), but successfully induced LTD in control group of animals (paired
Student’s t-test, p = 0.006).
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Figure 34. Alteration in LTD induced by carbachol at 20 uM but not at 50 puM in perirhinal cortex of
RGS-treated rats. (A) In vitro extracellular field recordings show that bath application of carbachol (CCh) at 50
UM concentration for 10 min (black thick bar) produced a strong depression followed by LTD in RGS14 group
(n = 3, p = 0.004) which was similar to control group (n = 3, p < 0.01). (B) However, when used at 20 uM
concentration for 10 min (black thick bar) a failure in the maintenance of LTD was observed in RGS14 group (n
=5, p = 0.056). Traces above the graphs of A and B are representative fEPSP responses taken from appropriate
time points as indicated in 1 and 2. Each trace is the average of four sweeps and stimulus artifacts have been
removed for the presentation. Values of normalized fEPSP amplitudes are represented as mean + SEM. Number
(n) represents number of animals used.
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2.3.2.3 Effect of RGS14 on depotentiation produced by low frequency stimulation
(LFS)

Results of in vitro extracellular field recordings that were obtained after induction of
a depotentiation by application of LFS consisting of 900 stimuli at 1 Hz during 15 min in
perirhinal cortex are represented in figure 35. 20 min prior to application of LFS for the
development of depotentiation, brain slices with perirhinal cortex were subjected to a protocol
of 100 Hz HFS to induce LTP. A one-way ANOVA with repeated measures followed by a
Bonferroni’s post hoc test by comparing the base line versus LTP or depotentiation in each
group, shows as expected, an induction of LTP in both RGS14-treated and control groups (p <
0.001). However, application of 1 Hz stimulation in same brain slices led to generation of
depotentiation in control group (p = 0.002) and no in RGS-treated group (p = 0.565). A
significant difference in depotentiation was observed between RGS and control groups
(unpaired Student’s t-test, p = 0.034).
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Figure 35. Lack of depotentiation in perirhinal cortex of RGS14-treated rats. In vitro extracellular field
recordings show that after induction of LTP (4 train of 1 s stimulation at 100 Hz, indicated by arrow),
depotentiation was induced by the application of 1 Hz stimulation for 15 min (black thick bar). There was a lack
in depotentiation of RGS-treated rats (n = 8, p = 0.565). Traces above the graph are representative fEPSP
responses taken from appropriate time points as indicated in 1, 2 and 3. Each trace is the average of four sweeps
and stimulus artifacts have been removed for the presentation. Values of normalized fEPSP amplitudes are
represented as mean + SEM. Number (n) represents number of animals used.
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2.3.2.4 Summary of RGS14 effect on Hebbian plasticity in perirhinal cortex
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:C_‘ 10 20 uM) was applied, both forms (LTP and
S CCh-LTD) of plasticity were successfully
@ 0 induced in control group but failed to
%" induce in RGS14 group. (B) Application
S ) of LFS at 1 Hz for 15 min in LTP induced
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30 4 Y differences (p < 0.05).

Figure 36 shows a summary of synaptic plasticity (LTP, muscarinic cholinergic
receptor-dependent LTD and depotentiation) in perirhinal cortex in RGS14 and control
groups. The percentages of change of normalized fEPSP amplitude (A fEPSP,o) of the
RGS14 or control groups from baseline (figure 36.A) or from LTP in the case of

depotentiation induction (figure 36.B) are calculated using equation as described in following:
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A fEF’SPnor(controIor RGS14) (LTP, LTD, Dep-) _AfEPSPnor(controlor RGS14) (base"ne or LTP)
x 100

AfEPSPnor(controlor RGS14) (baseline or LTP)

As demonstrated in figure 36.A, application of higher level of stimulus (HFS at 100 Hz and
bath application of carbachol at 50 uM) led to an induction of LTP and CCh-LTD in RGS14
group (LTP, 26.271 £ 4.925 % and LTD, -19.022 + 5.276 %) and in control group (LTP,
29.780 £ 1.451 % and LTD, -23.545 + 2.242 %), while application of lower level of stimulus
(HFS at 20 Hz and bath application of carbachol at 20 uM) produced neither LTP nor CCh-
LTD in the RGS14 group (LTP, -0.697 + 2.008 % and LTD, -7.012 + 2.785 %), but in control
group application of lower level of stimulus generated both LTP and CCh-LTD (LTP, 8.906 +
3,027 % and LTD, -16.221 £ 2.92 %). In addition, as shown in figure 36.B, the application of
LFS at 1 Hz during 15 min in LTP induced brain sections showed a lack of depotentiation in
RGS14 group of animals (-2.868 + 4.298 %) and in contrary, control group (-15.769 + 3.570)

showed a successful depotentiation.

3 Independent brain areas implicated in ORM processing

In addition to area V2 and perirhinal cortex, frontal cortex is an area also known to
be crucial in ORM processing (Banks et al 2012; Swick & Knight 1999; Warburton & Brown
2010). Therefore, we examined the role of these 3 areas and their dependence in enhanced

ORM processing in RGS14434 gene-treated rats.

3.1 RGS14 enhancer effect on ORM in area V2, perirhinal and frontal cortices

As it is shown in figure 37, RGS14414 gene treatment in area V2 and perirhinal and
frontal cortices, unlike their corresponding control vehicle, led to an enhancement in ORM.
Results show that RGS-animals, which were treated in three brain areas, were able to retain
information of an object in memory after a delay of 24 h. An unpaired Student’s t-test
between RGS14 group and control vehicle group showed significant difference in area V2
(0.696 £ 0.020, RGS14 group versus 0.515 + 0.025, control vehicle group; p < 0.001); in
perirhinal cortex (0.763 + 0.012, RGS14 group versus 0.531 + 0.018, control vehicle group; p
< 0.001); and in frontal cortex (0.745 + 0.048, RGS14 group versus 0.454 + 0.043, control
vehicle group; p < 0.001). These observations further confirm memory enhancer effect of
RGS14.
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Figure 37. RGS144, gene treatment in area V2, perirhinal and frontal cortices produces an ORM
enhancement. (A) A schematic lateral view of the rat brain showing injection sites: perirhinal cortex (PRh),
frontal cortex (Fr) and area V2 (V2). (B) RGS14,y, gene treatment in either area V2, PRh or Fr, produced a
robust increase in ORM. This memory enhancement was similar to reported previously in area V2. Injections
shown in each drawing on top of graph B, indicate RGS treatment site and corresponding results are shown just
beneath in bars. Number of rats (n) is indicated beneath bars. ¢ shows significant intergroup differences (p <
0.05).
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3.2 Independent brain domains in ORM-processing

After determination of the implication of area V2 and perirhinal and frontal cortices
in ORM, we considered to test the degree of independence of these areas in RGS-mediated
memory processing. Here, we have used Ox7-SAP, an immunotoxin that selectively

eliminates neurons, as a tool for the generation of lesion in brain (figure 38).
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Figure 38. Selective lesions in area V2, frontal and
perirhinal cortex by Ox7-SAP. A. Cresyl violet-stained
sections showing the lesions (indicated by asterisks)
produced by immunotoxin Ox7-SAP injection in area V2
(V2, sagittal section), frontal (Fr, sagittal section) and
perirhinal (PRh, coronal section) cortices. Bars represent
1000 pum. B. Schematic representation of sagittal (top) and
coronal (bottom) serial sections indicating the area of
lesion in brown. The lesion is indicated only in the right
hemisphere for clarity.

3.2.1 Independence of Area V2 in ORM

The results of performance on ORM test of rats who have received RGS14414
treatment in area V2 and were lesioned by Ox7-SAP either in frontal cortex, perirhinal cortex

or frontal + perirhinal cortices, are shown in figure 39. The memory enhancer effect of
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RGS14414 in area V2 was first confirmed (RGS14 group 0.696 + 0.020 versus control vehicle
group 0.510 £ 0.024; unpaired Student’s t-test, p < 0.001). This RGS14-mediated effect on

ORM was completely abolished after a selective lesion of area V2, area of RGS14414

injection, by Ox7-SAP administration (0.517 + 0.026, p < 0.001). However, lesions in frontal

cortex (0.702 = 0.026), perirhinal cortex (0.668 + 0.033) or even frontal + perirhinal cortices
(0.715 £ 0.016) did not produce any effect on memory enhancer effect of RGS14 (p < 0.05).

Discriminationindex

O Vehiclein V2 HMRGS14in V2

Fr Fr Fr Fr

Figure 39. RGS14,, gene-mediated ORM enhancement in area V2 is independent of perirhinal and
frontal cortices. A selective elimination of area V2 neurons by Ox7 treatment completely abolished the ORM
enhancement seen after RGS-mediated activation of same area neurons (Bars in “Without Ox7” versus “Ox7 in
V27”). This memory enhancement emergence after RGS treatment in area V2 was not affected at all when Ox7
was applied either in frontal (Fr) and perirhinal (PRh) cortices or in both areas together. Injections shown in
drawings on top of graph indicate RGS treatment sites and crosses indicate Ox7 treatment sites in each case.
Their corresponding results are shown just beneath of them. Number of rats (n) is indicated beneath bars.
% shows significant intra-group differences and 4 shows significant intergroup differences (p < 0.05).
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3.2.2 Independence of perirhinal cortex in ORM

Similar to area V2, after confirmation of the enhancer effect of RGS14 in rats treated
with RGS14414 gene in perirhinal cortex (RGS14 group 0.760 £ 0.011 versus control vehicle
group 0.531 + 0.018; unpaired Student’s t-test, p < 0.001), a lesion in the same area by Ox7-
SAP administration, led to complete abolition of enhanced ORM (0.480 + 0.025, p < 0.001)
(figure 40). However, lesions in area V2 (0.728 + 0.051), frontal cortex (0.682 + 0.045) or
area V2 + frontal cortex (0.708 £ 0.028) did not cause any effect on RGS-mediated ORM

enhancement (p < 0.05).
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Figure 40. RGS14,, gene treatment—-mediated ORM enhancement in perirhinal cortex is independent of
are V2 and frontal cortex. Similar to area V2, Ox7 treatment completely abolished the ORM enhancement
mediated by RGS14,4 gene treatment in perirhinal cortex. However, Ox7 treatment showed no effect on ORM
enhancement when administrated in either frontal (Fr) cortex or area V2 (V2) or in both areas together.
Injections shown in drawings on top of graph indicate RGS treatment sites and crosses indicate Ox7 treatment
sites in each case. Their corresponding results are shown just beneath of them. Number (n) of rats is indicated
beneath bars. % shows significant intra-group differences and 4 shows significant intergroup differences (p <
0.05).
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3.2.3 Independence of frontal cortex in ORM

Once memory enhancer effect of RGS14 gene treatment in frontal cortex was
confirmed (RGS14 group 0.745 + 0.048 versus control vehicle group 0.450 = 0.040; p <
0.001), neurons of frontal cortex implicated in ORM enhancement were eliminated by Ox7-
SAP administration. This lesion in frontal cortex completely abolished the RGS14-mediated
memory enhancer effect (0.479 + 0.022, p < 0.001) (figure 41). However, lesions in perirhinal
cortex (0.693 + 0.020), area V2 (0.710 £ 0.038) or perirhinal cortex + area V2 (0.731 *
0.061), did not generate any effect on memory enhancer effect of RGS14 (p < 0.05).
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Figure 41. RGS14,4,, gene treatment-mediated ORM enhancement in frontal cortex is independent of area
V2 and perirhinal cortices. ORM enhancement associated to RGS14,,, gene treatment in frontal cortex was
abolished by Ox7 administration in the same area, however, Ox7 administration in perirhinal (PRh) cortex and
area V2 (V2) individually or together in both areas produces no effect on ORM enhancement. Injections shown
in drawings on top of graph indicate RGS treatment sites and crosses indicate Ox7 treatment sites in each case.
Their corresponding results are shown just beneath of them. Number of rats (n) is indicated beneath bars.
* shows significant intra-group differences and 4 shows significant intergroup differences (p < 0.05).
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V. Discussion

The ongoing quest for finding treatment against memory loss seen in aging and in
many neurological and neurodegenerative diseases, so far has been unsuccessful. Meanwhile,
aging population (over 65 years of age) who broadly suffer from memory deficit is projected
to hit 35 % of the population within 3 decades in developed countries. Therefore, there is a
growing need for finding cure of this mental disease to curb the immense social and economic
burden yet to come. The study of memory enhancement seems to hold the potential for
developing strategies to treat memory dysfunctions ((Lee & Silva 2009; Stern & Alberini
2013). Accordingly, in an effort to find remedy, our laboratory discovered a robust memory
enhancer RGS14,14, which promoted conversion of short-term ORM expected to last for 45
min into long-term memory that could be traced even after many months (Lopez-Aranda et al
2009). In addition, it augmented the capacity to hold multiple object information in memory
more than 3 fold, and the effect of a single treatment of this persisted for rat’s lifetime
(Navarro-Lobato 2015). Therefore, we planted here to test the memory enhancer effect of
RGS14414 in recovery of ORM loss in rodent models, with the idea to validate potential of
RGS14414 gene therapy against memory loss. In addition, we have explored into underlying

causes of RGS-mediated memory enhancement.

1  Recovery of an episodic memory loss in aging and AD

Considering that episodic memory is mainly affected in aging and in many brain
diseases, and that ORM is one of the most studied examples of episodic memory, we chose to
work with ORM as an indicator of episodic memory. To demonstrate the effect of RGS14414
in recuperation of ORM loss, we have used two most representative conditions of memory
loss: normal aging and AD, where substantial decline in episodic memory has consistently
been reported (Didic et al 2011; Drag & Bieliauskas 2010; Dubois et al 2007; Gallagher &
Koh 2011; Kitazawa et al 2012; Nyberg et al 2012; Salmon 2012; Shing et al 2010). We
found that control rats of 3 months of age were able to retain the information of an object after
a delay of 45 min; however, when these rats reached to 18 months of age, they were unable to
remember the same information. The memory-deficient 18 months old rats were then treated
with RGS14414 gene. This treatment induced a full recovery in ORM loss of these ORM-
deficient animals. In contrast, 2 months old AD-mice showed normal ORM status, which was
same level as wild type control mice. However, AD-mice showed a significant ORM deficit at

the age of 4 months. Similar to aged rats, a treatment of these memory-deficient mice with
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RGS14414 gene led to full recuperation of ORM loss. Altogether results from both aged rats
and AD-mice show that RGS14414 gene therapy was not only sufficient to recuperate ORM
loss, but also was ample for maintaining the elevated ORM level for long time. Though our
results are at preclinical stage, they suggest that RGS144;4 gene treatment in area V2 could

serve as a therapeutic approach against episodic memory loss.

2  Effect of RGS14 is mediated through GluR2

With the idea to understand how RGS14,14-mediated memory enhancement is
produced in normal conditions and to shed light on memory enhancer pathways in brain, a
variety of inhibitors and antagonists were used for targeting multiple receptors and molecules
that are shown to be implicated in memory processing. We found that, AMPA/Kainate
receptors, CaMKII and PARP-1 are involved in RGS-mediated ORM enhancement, because
their inhibition reverted the memory enhancement. However, in contrast, other receptors and
molecules, such as NMDARs, mGluR1a, MKK, and PKM(, do not intervene in RGS-
mediated ORM enhancement since their inhibition showed no effect at all.

Recent studies have demonstrated a relationship of AMPA receptors with CaMKIIl and
PARP-1. It has been shown that CaMKII regulates the trafficking of GluA2-containing
receptors to the cell surface (Lu et al 2014). However, activation of nuclear enzyme PARP-1
caused a change in GluAl and GluA2 AMPA receptors expression and therefore, it might
produce an alteration in synaptic functions of glutamate receptors (Gerace et al 2014; Gerace
et al 2015).

Nevertheless, with the consideration of involvement in memory formation (Griffiths et al
2008; Malkova et al 2015; Winters & Bussey 2005) and in synaptic plasticity (Bassani et al
2013; Chater & Goda 2014; Fleming & England 2010), we decided to focus on AMPA
receptors as a key mechanism for RGS14 memory enhancement and leaving PARP-1 and
CaMKII for future study. mRNA expression level analysis of all AMPA receptor (GIuR1-
GluR4) genes indicated that there was a noticeable increase in GIuR2 mRNA levels in
RGS14-treated rats. This observation was further confirmed by analysis in protein level. To
see whether high protein level in RGS-treated animals is reflection of a dynamic participation
of this AMPA receptor subunit during ORM processing, we analyzed GIuR2 protein levels at
20, 40, 60 min and 24 h after exposure to an object (figure 42). RGS14414 gene treatment led
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to a progressive increase in GIuR2 protein expression, reaching highest level after 60 min of
exposure, a time period required for conversion of short-term ORM into long-term memory in
our laboratory set up (Lopez-Aranda et al 2009). We have observed that when an object is
exposed to normal rats for 3 min, they could retain the information in brain for 45 min (short-
term) and not for 60 min. However, RGS-treated rats were able to retain the same information
for 24 h or longer (long-term). Therefore, highest expression of GIuR2 subunit seen at 60 min
supports the idea that this protein might be a key in ORM enhancement and conversion to
long-term memory in RGS-animals. In contrast to RGS, vehicle-treated animals showed
highest GIuR2 expression at 20 min and not at 60 min. Instead, there was a progressive
decrease apart from 20 min. This observation goes in line to our argument that GIuR2
overexpression and maintenance caused by RGS14 gene treatment might be the trigger for
ORM enhancement and thus, can serve as an important target site for developing therapy for

memory enhancement.
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Figure 42. A dynamic expression of GIuR2 during ORM processing. RGS-animals showed noticeable
increase in GIuR2 protein levels. However after exposing same animals to two identical objects, a progressive
increase was observed in the level of this protein which reached to highest at 60 min of the object exposure. In
contrast, vehicle-treated control animals showed highest expression at 20 min of object exposure. Data were
collected from 3 experiments. s shows significant intergroup differences (p < 0.05). O.D: optical density.
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3 RGS14 does not facilitate the Hebbian synaptic plasticity

Knowing the fact that RGS14 gene treatment upregulates GIuR2 and the role of
GIuR2 in regulation of synaptic plasticity (Asrar & Jia 2013; Huganir & Nicoll 2013; Isaac et
al 2007), we next planted to explore how high level of this protein in RGS-animals will effect
on the different forms of synaptic plasticity, such as LTP, LTD and depotentiation. However,
in literature, electrophysiological studies of synaptic plasticity that have a well-defined
relation to ORM, are primarily done in perirhinal cortex and none in area V2. Therefore, we
went on to test the memory enhancer effect of RGS14414 gene treatment in perirhinal cortex,
with the idea to validate this area for electrophysiological studies. The memory enhancer
effect of RGS14 in this brain area was similar to as previously observed in area V2. We found
no difference in both areas. This result was no surprise because considering that perirhinal
cortex is one of the principal brain areas that participate in neuronal circuit responsible for
ORM (Brown & Aggleton 2001; Kim et al 2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013,
Ranganath & Ritchey 2012; Warburton & Brown 2010; Watson & Lee 2013), and cellular
mediation of RGS14 effect should not discriminate between area V2 and perirhinal cortex
neurons. A study of in vitro extracellular field recordings in perirhinal cortex of brain slices
obtained from RGS-treated rats showed no effect on both LTP and LTD when high level of
stimulation was applied (100 Hz for LTP and 50 uM carbachol for LTD). However, low level
of stimulation (20 Hz for LTP and 20 uM carbachol for LTD) reduced their maintenance for
long-term. In addition, RGS14 treatment blocked the induction of depotentiation generated by
low frequency stimulation of 1 Hz, and once stopped the application of this stimulation, it
went back to same LTP level as was prior to depotentiation. These results support the notion
that RGS 14 treatment does not favor Hebbian synaptic plasticity, not even in the presence of
higher concentration of GIuR2 protein. Despite the fact that underlying mechanism of this
lack in plasticity is yet to be elucidated, we hypothesize that a decrease in the calcium influx
through RGS-mediated blockage of L-type calcium channel could trigger impairments seen in
Hebbian plasticity. Because RGS14414 reduces intracellular Ca®* levels by blocking L-type
calcium channels (Martin-Montanez et al 2010) and intracellular Ca** levels are well-
documented for their direct implication in different forms of Hebbian plasticity (Baker et al
2013).

Interestingly, in addition to the fact that the administration of L-type calcium channel

antagonists has been demonstrated to improve spatial memory in rodents (Levy et al 1991;
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Quartermain et al 2001), several studies have reported a link between calcium channel
antagonists and rescue of memory loss. Nimodipine, an L-type calcium channel blocker,
prevents age-associated memory deficits in aged rodents (Batuecas et al 1998; Hopp et al
2014; Ingram et al 1994; Moyer et al 1992; Thompson et al 1990) as well as memory loss
deficits caused by alcohol or morphine withdrawal in rodents (Brooks et al 2008; Brooks et al
2002; Vaseghi et al 2014; Vaseghi et al 2012). Furthermore, epidemiological evidence shows
that L-type calcium channel antagonism is associated with reduced prevalence of Alzheimer’s
disease (AD) (Anekonda & Quinn 2011; Lopez-Arrieta & Birks 2002) and AD patients given
the L-type calcium channel antagonist nimodipine showed improvements over placebo-
treated patients on several cognitive measures (Tollefson 1990).

It should be pointed that a lack in Hebbian plasticity in RGS-animals does not mean that there
should not be enhancement in ORM in these animals. Instead, there is ample evidence in
literature showing memory enhancement independent to Hebbian plasticity. It is becoming
increasingly evident that memory is also reliant on non-Hebbian forms of plasticity, such as
intrinsic plasticity and synaptic scaling (Baker-Andresen et al 2013; Nelson & Turrigiano
2008). For instance, RGS14-mediated memory enhancement could be explained by a
facilitation of synaptic scaling, the best understood form of homeostatic plasticity at central
excitatory synapses (Davis 2006; Turrigiano 2008; Turrigiano & Nelson 2004), that has now
been shown in a variety of central neurons both in vitro and in vivo, including neocortical and
hippocampal pyramidal neurons and spinal neurons (Chandler & Grossberg 2012; Desai et al
2002; Goel & Lee 2007; Kim & Tsien 2008; Knogler et al 2010; O'Brien et al 1998;
Stellwagen & Malenka 2006; Turrigiano et al 1998). Though, we have no data showing the
involvement of non-Hebbian plasticity or intracellular Ca®* levels, this laboratory continues to

explore this route for possible explanation of ORM enhancement in RGS-treated rats.

4 Independent brain areas can promote RGS-mediated recovery of
ORM loss

The most surprising part of our results showing the recovery of ORM loss in rodent
models was how activation of area V2, a brain area never been demonstrated to be involved in
memory dysfunction, is able to correct memory deficit that might have been originated by two
distinct mechanisms in both models. It is thought that ORM in brain is processed through

specialized neuronal circuit, which is formed by the participation of multiple brain areas.
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Within this neuronal circuit, the role of perirhinal cortex (Brown & Aggleton 2001; Kim et al
2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton &
Brown 2010; Watson & Lee 2013) and frontal cortex (Banks et al 2012; Swick & Knight
1999; Warburton & Brown 2010) in object recognition have been well studied. And now, our
laboratory has discovered that area V2 (Lopez-Aranda et al 2006) play an important role in
ORM processing. Therefore, we thought that if activation of area V2 by RGS treatment can
recuperate ORM loss, same treatment either in frontal cortex or in perirhinal cortex should
produce same effect on memory. To simulate ORM deficit seen in many brain diseases and
aging conditions, we performed lesion either in area V2, frontal cortex or perirhinal cortex.
Lesions in any one of the three areas produced substantial damage and significant loss in
ORM. Further, a treatment with RGS144;4 in one of the non-lesion areas of these three brain
areas restored the memory to normal level. The activity associated with recuperation in
memory loss by RGS14 treatment was to an extent that it was ample even when two of the
three brain areas were damaged by lesion. Our results of full recuperation of memory loss in
rats with lesion suggest that area V2, frontal and perirhinal cortices are independently
adequate for treatment of memory loss in spite of where the primary cause is localized in
whole brain. Considering that lesion produced here was with the use of Ox7-SAP, which
selectively eliminates neurons and does not affect other structures and cell types, including
passing by fibers, the information could still pass through the damaged brain areas. In light of
this observation, our results indicate that RGS-mediated neuronal activation contributes to
stabilization and subsequently normalization in dysfunctional ORM circuit that runs through

various brain areas.

5 Mechanism of RGS-mediated memory enhancement and recovery of
ORM loss

Mechanism that drives a recuperation of ORM loss in both rodent models and in rats
with lesion seems to be associated with the activation of GIuR2 activity. A down-regulation in
GIuR2 levels has been reported in normal aging (Liu et al 2008; Yu et al 2011) and in
Alzheimer’s disease (Resende et al 2007). This decrease in GIuR2 subunit of glutamate
AMPA receptors was thought to be responsible for significant rise in cytosolic Ca*
concentration, which as a consequence led to dendritic dystrophy and impairment in synaptic

function (Hof et al 2002; Resende et al 2007). Normalization in GIuR2 levels after treatment
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with RGS14414 might cause a decrease in cytosolic Ca** concentration as seen previously
(Martin-Montanez et al 2010). Apart from work of current thesis, this laboratory has
discovered that RGS14 gene treatment produces a robust neuronal arborization (Navarro-
Lobato 2015). Therefore, it is argued that an increase in neuronal connections might not only
promote restructuration of the circuit responsible for RGS-mediated ORM enhancement, but
could also facilitate the flow of information during ORM processing. Loss of AMPA
receptors from the postsynaptic neurons resulted in reduced dendritic branch stability (Haas et
al 2006), whereas overexpression of AMPA receptor subunits led to increased numbers of
branch segments (Chen et al 2009; Prithviraj et al 2008). Moreover, GIuUR2 overexpression
increased spine density in hippocampus (Passafaro et al 2003) and dendritic length in
developing cortical neurons in rat embryos (Chen et al 2009), whereas GIuR2 downregulation
caused a loss of dendritic branch segments in the hippocampus (Passafaro et al 2003) and
reduced the dendritic arborization of developing spinal motoneurons in chicken embryos
(Yoon et al 2012).

Though the complete mechanistic map of RGS14-mediated memory enhancement and
recuperation of memory loss has long way to go, results from current work suggest that
GIuR2 overexpression could be the trigger for an increased dendritic arborization promoting
the appearance of new synapses and therefore, causing a restructuration of the circuit
responsible for RGS14-mediated ORM enhancement. And most importantly, we have
demonstrated that an episodic memory (ORM) loss can be recovered by RGS14,4 gene
treatment either in area V2, frontal cortex or perirhinal cortex, and this recuperation is
independent to where origination of memory loss is localized in brain. Thus, a treatment is
feasible without knowing the area or areas of brain implicated in memory loss. Current work
provides a strategic platform for treatment of memory loss observed in many neurological and

neurodegenerative diseases and in normal aging.
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V1. Conclusions

1. RGS14414 gene treatment not only led to full recovery of an episodic memory loss in rodent
models of normal aging and Alzheimer’s disease, but also aided in maintenance of the

elevated ORM levels for long time.

2. GIuR2, an AMPA receptor subunit, is a key in RGS14-mediated ORM enhancement. In
addition to upregulated level, GIuR2 subunit showed a dynamic participation in conversion of

short-term ORM into long-term memory.

3. RGS144;4 gene treatment did not favor Hebbian synaptic plasticity, which included LTP,
muscarinic receptor-dependent LTD, and depotentiation. Though underlying cause of this
lack in plasticity is yet to be elucidated, we believe that a decrease in calcium influx through
RGS14-mediated blockage of L-type calcium channel could trigger the impairments seen in
Hebbian plasticity, and that RGS14-mediated ORM enhancement could be reliant on non-

Hebbian forms of plasticity.

4. Area V2, frontal cortex and perirhinal cortex, areas that participate in brain circuit
responsible for ORM processing, are not dependent on each other in RGS14-mediated
memory enhancement. This independency of these brain areas in memory enhancement
suggests that they are individually adequate for treatment of memory loss, in spite of where

the primary cause is localized in brain.

5. The results of memory loss recovery in rodent models and of memory enhancement in
lesioned rats demonstrate that RGS14414 gene therapy might be a viable strategy for the

treatment of memory loss in patients.
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VIII. Appendices

1  Appendix 1. MOLECULAR BIOLOGY

1.a) Electrophoresis in agarose gel

1.a.1) Tris-Boric acid-EDTA buffer (TBE) 5X, 1 L

REAGENT AMOUNT

Tris
(Sigma-Aldrich, T1503) 549
Boric acid
(Sigma-Aldrich,b6768) 2759
Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA 3.72
(Sigma-Aldrich,E5134) 29
Milli-Q water UptolL

1l.a.2) 1 % Agarose gel

AMOUNT
REAGENT Small gel Big gel
(8 wells) (10 wells)
Agarose
(E0301, EURX) 049 lg
TBE 1X buffer * 40ml 100 ml
Ethidium Bromide
(0.1 mg/ml) 68 pl 170 pl

*! Prepared mixing 200 ml of TBE 5X (appendix 1.a.1).
*2 prepared using 10 mg/m Ethidium Bromide stock solution
(Invitrogen, 15585-011).

1.b) Gene amplification in bacteria

1.b.1) Bacterial growth media: 100 pg/ml ampicillin LB and LB-Agar

REAGENT AMOUNT

LB Broth Base 20
(Invitrogen, 12780-052) g

Sodium chloride (NaCl)

(Sigma-Aldrich, S3014) 59

Milli-Q water UptolL

After dissolving LB and NaCl 1 L in Milli-Q water, the resulting volume was distributed into two 1 L
glass bottles (500 ml each one). 7.5 g of LB-Agar (Invitrogen, 22700-025) were added to one of the bottles and
LB-Agar medium was made. The medium without LB-Agar was called LB liquid medium. Both media were
sterilized by moist heat at 121 °C / 15 min in an autoclave (sterilclav-75, Raypa) and were chilled to 50 °C to
avoid solidifying. Then, at the laminar flow cabinet, 500 ul of 100 mg/ml ampicillin solution (Sigma-Aldrich,
A9393) were added to each bottle of medium (ampicillin final concentration: 100 pg/ml). The 100 pg/ml
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ampicillin LB medium was stored at 4 °C, whereas the 100 pug/ml ampicillin LB-Agar was dispensed in 90 mm
Petri plates (20-25 ml per plate) and once the agar had solidified, plates were stored at 4 °C.

1.b.2) Heat shock transformation

With the goal to amplify, samples after ligation containing RGS14,, recombinant DNA were
transformed into One Shot® Omni Max™ 2 TI® Chemically Competent E.coli (Life Technologies, Cat. No.
C8540-03) by heat shock according to the manufacturer’s protocol.

4 pl of the ligation product (10 pg to 100 ng), were added to a vial containing 50 pl of competent cells and
gently mixed. The mixture was incubate on ice for 30 min and cells were heat-shocked for 30 s at 42 °C without
shaking at the thermostatic bath SW22 (Julabo) to facilitate the entrance of DNA into E coli. The vial was
immediately returned to ice for 2 min and 250 pl of pre-warmed SOC medium was added to the transformed
bacteria. This vial was incubated for 90 min at 37 °C with shaking at 225 rpm in an orbital shaker incubator
(Optic lvymen System). Aliquots of transformed bacteria (20, 50 and 200 ul) were spread on LB-Agar plates
prepared with 100 pg/ml ampicillin (Appendix 1.b.1) and were incubated for 18 h at 37 °C at an incubator
(Incudigit, J.P Selecta). The ampicillin resistant colonies were then processed for miniprep to identify colonies
expressing correct size of gene insert.

1.c) DNA purification by minicolumn systems

1.c.1) Purification of DNA PCR product

The PCR product purification was carried out by MiniElute PCR purification kit (Quiagen, 28004)
according to the manufacturer’s protocol:

Sample preparation: 5 volumes of Buffer PBI were added to one volume of PCR product reaction and
the resulting volume was mixed by pipetting. Then, 100 ul of isopropanol were added for each 50 pl of PCR
product reaction.

DNA binding: the sample was applied to the MinElute column and passed through it by centrifugation
at 13000 x g for 1 min and the flowthrough was discarded.

Washing: the DNA was washed adding 750 pl of wash buffer PE and centrifuging at 13000 x g for 1
min. An additional centrifugation for 1 min was done to remove any residual ethanol from PE buffer. Then, each
column was placed in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.

Elution: to elute the DNA from the column, 10 pl of Buffer EB was carefully added to the center of
the membrane and the column was stood for 2 min at room temperature before centrifuging at 13000 x g for 1
min. Eluted DNA was stored at -20 °C.

1.c.2) DNA purification from agarose gel

The DNA purification from agarose gel was performed using the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System kit (Promega, A9281) following the manufacture’s protocol:

DNA binding: the gel was dissolved by adding 1 pl of Membrane Binding Buffer per 1 mg of gel slice
and incubated at 60 °C. Vortex and spin were done every 10 min until the band was completely dissolved. The
dissolved gel mixture was transferred to the Wizard SV Minicolumn assembly (Promega, A129A) and left for 5
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min at room temperature. Column was centrifuged at 16000 x g for 1 min (Mikro-22 microcentrifuge from
Hettich Zentrifugen) and the flowthrough was discarded.

Washing: Column-bound DNA was washed with 700 pl of Wash Buffer containing 95 % (v/v)
ethanol by centrifugation at 16000 x g for 1 min. This step was repeated with 500 pl of the same buffer. Residual
wash buffer from column was removed by centrifugation and further dried at 37 °C for 90 min to remove any
residual ethanol.

DNA Elution. DNA was eluted by adding 50 pl of Nuclease-Free Water to the center of column
membrane. Following, column was incubating at room temperature for 5 min and then centrifuging at 16,000 x g
for 5 min. Eluted DNA was stored at -20 °C.

1.c.3) Miniprep reaction

To extract and purify DNA from bacteria culture the StrataPrep plasmid miniprep kit (Agilent
technologies, 400761) was used following the manufacturer’s protocol with some modifications:

Lysing bacteria and DNA extraction: Aliquots of 1 ml of bacterial culture were pellet by
centrifugation at 13000 x g for 1 min in a Mikro-22 centrifuge (Hettich Zentrigugen). To destroy bacterial
membranes and release DNA, pellets were resuspended in 100 pl of solution 1, vortexing vigorously and
pipetting up and down to disperse cells completely. Then 100 pl of solution 2 were added and mixed by
inversion several times. Following, 250 pl of solution 3 were added and mixed again by inversion. Finally, the
cellular debris were settled down by centrifugation at 13000 x g for 5 min, and the supernatants containing the
DNA were carefully collected.

Binding: Supernatants were transferred to a microspin cup, incubated for 1 min at room temperature
and then centrifuged at 13000 x g for 30 s. The flowthroughs were recovered and passed through the column
again. An additional re-centrifugation was done. To avoid DNA degradation, endonucleases were removed by
adding 650 pl of 1 x nuclease-removal buffer and centrifuging at 13000 x g for 1 min.

Washing: The DNA bound was washed by adding 700 pl of 2X wash buffer diluted in absolute
ethanol and then was centrifuged as above. Re-centrifugation for 30 s was done to eliminate any residual
ethanol-wash buffer. The column was transferred to a new clear 1.5 ml tube and left overnight at room
temperature to evaporate any residual ethanol.

DNA elution. Finally, to elute DNA, 50 ul of Nucleases Free Water were added directly onto the fiber
matrix at the bottom of the microspin cup. The sample was incubated for 5 min at room temperature and then
centrifuged at 19000 x g for 1 min. DNA obtained was stored at 4 °C.

1.c.4) Maxiprep reaction

RGS14,44 recombinant DNA purification was carried out using the Wizard ® Plus Maxiprep DNA
Purification System kit (Promega, A7270) following the manufacturer’s protocol:

Lysing bacteria and DNA extraction: Aliquots of 35 ml of bacterial culture were centrifuged at 5000 x
g for 10 min at the Rotine 420 centrifuge (Hettich Zentrifugen). To destroy bacterial membranes and release
DNA, each pellet was resuspended in 10 ml of solution P1, pipetting up and down and vortexing to disperse cells
completely. Then 10 ml of lysis solution P2 were added and mixed by inversion several times. The mixture was
incubated for 5 min at room temperature before adding 10 ml of neutralization solution P3. The solution was
mixed again by gently inversion until it lost the blue color and then incubated on ice for 15 min. In order to
remove the cellular debris, they were pellet by centrifugation at 20,000 x g for 30 min at 4 °C at Sorvall RC5C
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centrifuge, using the rotor SS34. The supernatant containing the DNA (= 25 ml) was collected and filtered using
a Whatman filter.

Column_equilibration and DNA binding: During the DNA filtration, the affinity column was
equilibrated by applying 10 ml of equilibration buffer, QBF, allowing the column to empty by gravity flow.
Then, filtered DNA solution was passed through the equilibrated column by gravity.

Washing: The DNA bound to the column was washed twice applying 30 ml of wash buffer, QC by
gravity.

Elution. The DNA was eluted from the column with 15 ml of elution buffer, QF and collected in a 50
ml centrifuge tube (Nalgene, 3115-0050). 10.5 ml of isopropanol (Fluka, 59304) were added and the sample was
mixed, incubated for 5 min at room temperature and then centrifuged at 20,000 x g for 30 min at 4 °C at Sorval
RC5C centrifuge with the rotor SS34. The supernatant was discarded and the pellet was resuspended in 5 ml of
70 % (v/v) ethanol by pipetting up and down. Another centrifugation at 15,000 x g for 10 min at Rotina 420
centrifuge (Hettich Zentrifugen) was done and the supernatant was discarded. The tube was incubated for 45 min
at 37 °C to eliminate any residual ethanol. The pellet was resuspended in 1 ml Nuclease Free Water and the DNA
solution was stored at 4 °C. The purified DNA concentration was estimated spectophotometrically at 260 nm in
Nanodrop1000, v3.7 (Thermo Scientific).

1.d) gRT-PCR

1.d.1) Total RNA extraction

The total RNA from V2 area was isolated using the RNeasy Tissue Mini kit (Quiagen, 74124) according
to the manufacturer’s protocol:

Lysis and homogenated: The stabilized tissue was removed from the RNA stabilization reagent
RNAIlater® (Quiagen, 1018087) with a forceps and frozen into liquid nitrogen. Immediately the sample was
grinded thoroughly with a mortar and pestle. The tissue powder was collected in 1 ml of QIAzol Lysis Reagent
and incubated for 5 min at room temperature. 200 pl of chloroform were added and gently mixed for 15 s. The
mixture was incubated for 3 min at room temperature.

Separation of liquid phases: A centrifugation at 12000 x g for 15 min at 4 °C in a centrifuge
(Beckman CS-15R, rotor F2402H) was carried out, and the aqueous phase was collected in a new 1.5 ml tube.
The aqueous phase was mixed with the same volume of 70 % (v/v) ethanol by vigorous vortex.

RNA binding: The sample was transferred to a RNeasy column and incubated for 2 min at room
temperature. A centrifugation at > 8000 x g for 15 s at room temperature (15-25 °C) was done, and the
throughflow was discarded.

Washing: The RNA bound to the membrane was washed adding 700 pl of Buffer RW1 to the column
and centrifuging at > 8000 x g for 15 s at room temperature (15-25 °C). Then 500 pl of Buffer RPE was added
and centrifuged again. Finally others 500 ul were passed through the column by a centrifugation for 2 min. To
eliminate any residual buffer, the column was centrifuged once more at maximum speed for 1 min.

Elution: The RNeasy column was placed onto a new clear 1.5 ml tube and 30 pl of Nuclease-Free
water were added directly on the membrane. An incubation of 2 min at room temperature was done before
collecting the RNA by centrifugation at > 8000 x g for 1 min at room temperature. RNA samples were stored at -
80 °C.
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1.d.2) Determination of optimal primer concentration

Optimal primer concentration for gRT-PCR experiments is given by:

i)  The lowest Ct (threshold cycle) and maximum ARn (change in signal during amplification compared to
baseline). Ct and ARn values are obtained from the 7500 V2.0.6 software; being Ct the cycle number at
which the fluorescent signal of the reaction crosses the threshold, and ARn the increment of the
fluorescent signal which is specific of the accumulated PCR product.

ii)  The presence of a unique specific PCR product which can be confirmed by the melting curve.

iii) The presence of a unique band with the correct size of the amplicon in a 1 % agarose gel
electrophoresis.

2  Appendix 2. CELL CULTURE

2.a) Gelatin-coated culture flasks

0.3 % (wi/v) gelatin solution was prepared dissolving 1.5 g of gelatin (Sigma Aldrich, G-9391) in 500
ml of Milli-Q water. The solution was sterilized by moist heat at 121°C / 20 min in an autoclave (sterilclav-75,
Raypa) and then stored at 4 °C. 5 ml of this mixture were added to each flask covering the entire surface area and
then, the flasks were placed in a 37 °C incubator for 15-20 min. The excess of solution was removed and flasks
were dried at room temperature overnight before seeding.

2.b) Cell freezing and thawing
2.b.1) Freezing a cell stock

In order to have a renewable source of cells, aliquots of cellular suspension were prepared and frozen in
liquid nitrogen (-196 °C). A 90 %-confluence subculture was performed. Once the cellular density and viability
were estimated (Appendix 2.c), the total number of cells was determined and then cells were deposited by
centrifugation at 150 x g for 5 min discarding the supernatant carefully. The pellet was resuspended in the
required freezing medium (90 % complete medium without antibiotic and 10 % of DMSO (Sigma Aldrich,
D8418) to have the recommended viable cell density of 3 x 10° cells/ml. Aliquots of the cell suspension were
dispensed into cryovials and then frozen and stored in liquid nitrogen.

2.b.2) Thawing frozen cells

The cryovial of each cell line (HT1080 or 293T) was thawed rapidly in a 37 °C water bath and then
the outside of the cryovial was dry off and wiped with 70 % (v/v) ethanol solution. The content was transferred
to a 15 ml conical centrifuge tube containing 10 ml of pre-warmed complete medium and mixed gently at the
laminar flow cabinet. Cells were settled down by centrifugation at 150-200 x g for 5 min, the supernatant was
carefully aspirated and cells were resuspended in 2 ml of complete medium without antibiotic. This step is
necessary to eliminate any residual cryopreservative DMSO (Sigma Aldrich, D8418). The cellular suspension
was added to a 75 cm? flask (Nunc, 156499) containing 10 ml of pre-warmed complete medium without
antibiotic and gently rocked to distribute the cells evenly over the growth surface.

2.c) Cell subcultures

The cell subcultures were carried out every 3-4 days after reaching a confluence of 80-90 % according
to the following protocol:
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Trypsinization: The flask was washed with pre-warmed PBS pH 7.4 (Gibco, 10010) for 1 min after
removing the medium. The PBS was aspirated and cells were detached adding trypsin-EDTA (Gibco, 25200-
072), 3 ml to 75 cm? flasks (Nunc, 156499) or 5 ml to 175 cm? flasks (Nunc, 159910). When the majority of the
cells were detached, an equal volume of pre-warmed complete media were added into the flask to neutralize the
trypsin-EDTA and the suspension of cells was collected in a 50 ml conical centrifuge tube. Cell suspension was
centrifuged at 1500 rpm for 5 min at the Labofuge 400 (Heraeus) and the supernatant was carefully discarded.
The cell pellet was resuspended in 10ml pre-warmed complete medium by pipetting up and down gently.

Cell Counting: the cellular density and viability were estimated by 0,4 % trypan blue (Sigma-Aldrich,
T8154) method in a Neubauer chamber (Bright Line, Rbichert).

Cell seeding: New culture flasks were seeded at appropriate cell densities according to the cell line’s
manuals.

2.d) Transfection

The transfection was carried out using Lenti-XTM Packaging System (Clontech, 631247) according to
the manufacturer’s protocol. 4.5 x 10° of 293T cells per plate were seeded in twelve 100 mm Petri plates
(Corning, 734-1815) containing 10 ml of complete medium but without antibiotic. After 24 h, the transfection
solution (tube 1 + tube 2) was prepared as shown in the table below and added to each plate.

Tube 1 Tube 2

557 ul Xfect Reaction Buffer 592.5 ul Xfect Reaction Buffer
(Clontech, 631317) (Clontech, 631317)
36 pl Lenti-X HTX Packaging Mix 7.5 ul Xfect Polymer
(Clontech, 631260) (Clontech, 631317)
7 ul Lenti-X Vector DNA (1 pg/ul) Total volume 600
Total volume 600

The polymer solution (tube 2) was mixed with the DNA solution (tube 1) and incubated for 10 min at room
temperature to allow complex formation. Mixed solution of 1200 ul was added dropwise to cell culture plate and
then, was gently rocked before incubating at 37 °C in 5% CO,. After 24 h, transfection medium was replaced
with 10 ml fresh complete cell culture medium and cell culture plates were incubated at 37 °C for an additional
48 h. During this period, transfected cells produce and release non-replicant lentivirus to medium. Therefore,
lentiviral supernatants were harvested and pooled. Cellular debris was removed by centrifugation at 500 x g for
15 min at 4 °C in CS15R Beckman centrifuge, followed by filtration of supernatants through 0.45 pm
polysulfonic filter (Sarstedt, 831826). The lentiviral supernatants were maintained on ice during all the
procedure.

2.e) Crystal violet staining

Survived cell colonies were stained in 1 % (w/v) crystal violet (Sigma Aldrich, C3886), 10 % (v/v)
ethanol (JT Baker, 8025) solution. Cells were rinsed twice for 1 min in 1 ml of PBS pH 7.4 (Gibco, 10010) to
eliminate cellular debris, and then incubated in the stain solution for 10 min at room temperature. To remove
staining solution, 3 washes of 1 min in PBS were done.
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3  Appendix 3. ORM TEST

3.a) Objects used during ORM test performed in rats

4 Appendix 4. HISTOLOGY
4.a) Buffers and solutions

4.a.1) 0.4 M Phosphate Buffer (PB) pH 7.4 (1 L)

REAGENT AMOUNT

Milli-Q water UptolL
Sodium phosphate dibasic dihydrate
HNa,O,P 2H,0 53.4 g

(Fluka, 71645)
Sodium di-hydrogen phosphate 1-hydrate
NaH,PO,.H,O 13.8 g
(Panreac, 131965)
The pH was adjusted to 7.4 and the buffer was stored at room
temperature.
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4.a.2) 0.1 M Phosphate buffered Saline (PBS) pH 7.4 (1 L)

REAGENT ‘ AMOUNT

Milli-Q water UptolL

Sodium chloride
NaCl 9¢g
(Panreac, 131659)

PB 0.4 M buffer, pH 7.4
(appendix 4.a.1)

250 ml

The pH was adjusted up to 7.4 and the buffer was
stored at room temperature.

4.a.3) PLP fixative solution (4 % paraformaldehyde, 75 mM L-lysine and 10 mM (meta) periodate) in 0.1
MPB,pH7.4(1L)

REAGENT ‘ AMOUNT

Milli-Q water 750 ml

Paraformaldehyde (CH,0),
(Merck, 1.04005)

L-Lysine monohydrochloride
C6H14N202HC| 137 g
(Sigma-Aldrich, 62929)
Sodium (meta)periodate
INaO4 2.14¢g
(Sigma, 30323)
PB0.4M,pH 7.4
(appendix 4.a.1)

409

250 ml

Paraformaldehyde was dissolved in 500 ml of Milli-Q water at 60 °C adding some drops of 8 N NaOH
solution to facilitate paraformaldehyde dissolution. The solution was filtered using filter paper, and Milli-Q
water was added up to 750 ml. In addition, the lysine and the sodium (meta) periodate were dissolved in 200 ml
of 0.4 M PB buffer pH 7.4, and then PB was added up to 250 ml. Finally, both solutions were mixed.

4.a.4) 30 % (w/v) sucrose, 0.02 % (w/v) sodium azide in 0.1 M PBS buffer (100 ml)

To prepare this solution, 30 g of sucrose (Panreac, 131621) was dissolved in 0.1 M PBS buffer, pH 7.4
(Appendix 4.a.2) up to 100 ml. 200 pl of this solution was removed and 200 pl of 10 % sodium azide solution
(Sigma-Aldrich, S2002) were added and the resulting solution was stored at 4 °C.

4.a.5) Mounting medium for Fluorescent immunohistochemistry (DABCO medium)

To prepare this mounting medium, a PBS-glycerol mix was prepared previously with glycerol (141339,
Panreac) and 0.1 M PBS buffer pH 7.4 (appendix 4.a.2) at a proportion of 1:1. Then, DABCO (Sigma-Aldrich,
D-2522) was added to 3 % (w/v) and the resulting solution was stored at 4 °C in darkness.
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4.b) Gelatin-coated slides

-Preparation of the gelatin solution

REAGENT AMOUNT

Milli-Q water 600 ml

Gelatin
(Panreac, 142060)

Chromium(I11)
potassium sulfate 0.3¢g
(Panreac, 131284)

3¢

To prepare this solution, the gelatin was dissolved in 60 °C pre-warmed Milli-Q water and then the
chromium (111) potassium sulfate was added.

- Preparation of gelatin-coated slides

Before the treatment with gelatin, the slides were degreased in a mixture of absolute ethanol: ether
(1:1) for at least 24 h. The degreasing solution was removed and the slides were dried for 2 min at room
temperature. The slides were immersed then in the gelatin solution for 1 min and this step was repeated five
times for a few seconds. Finally the slices were dried for 48 h at 37 °C (they can be used up to two month after
treatment).

4.c) Fixation by transcardial perfusion and brain extraction

Anesthesia and surgery: Animals were deeply anesthetized by an intraperitoneal injection of 120
mg/Kg of sodium pentobarbital (Eutanax 200 mg/ml, Fatro) before proceeding with the transcardial perfusion. In
order to access the heart, a 5-6 cm lateral incision through the integument and abdominal wall just beneath the
rib cage was made. Then the diaphragm was carefully incised along the entire length of the rib cage to expose
the pleural cavity. Cutting through the lateral part of the rib cage on both sides, heart was exposed.

Washing: A 21 gauge perfusion needle connected to a peristaltic pump (Cole parmer) was introduced
into left ventricle, and then an incision was made to the animal’s right atrium. Thus, whole blood was removed
by injecting 120 ml of 0.1 M PBS buffer (appendix 4.a.2) at a steady flow rate of 8 ml/min.

Fixation: Once blood vessels were washed, 350 ml of PLP fixative solution (appendix 4.a.3) were
passed through the circulatory system in order to obtain the best possible preservation of the brain.

Brain dissection: Head was guillotined and brain was carefully extracted cutting the integument, the
skull and muscles.

Post-fixation: The brain was kept in the fixative solution for 24 h at 4 °C.

4.d) Cryoprotection and freezing

Post-fixed brains were washed with 0.1 M PBS buffer for 10 min by exchanging the media 3 times
and swirling each time to remove any residual PLP. They were immersed in 30 % (w/v) sucrose, 0.02 % (w/v)
sodium azide in 0.1 M PBS buffer (appendix 4.a.4) for 7 days at 4 °C. Finally brains were frozen using dry ice
and stored at -80 °C.
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4.e) Brain sectioning

30 um-thick brain tissue sections obtained from the areas of interest (area V2, perirhinal or frontal
cortices) were cut using a cryostat (Leica CM-1325) and immersed in 0.02 % (w/v) sodium azide in 0.1 M PBS
buffer. These sections were stored at 4 °C during several months, renewing the buffer regularly.

4.f) Fluorescent immunohistochemistry (IHC) for RGS14 protein

Before proceeding with the IHC, selected sections were washed 3 times for 10 min at room
temperature in 0.1 M PBS buffer (appendix 4.a.2) with gentle agitation at room temperature. The avidin/biotin
blocking kit (Vector Laboratories, SP-2001) was then used incubating the sections in each solution for 30 min at
room temperature with gentle agitation. Sections were then washed 3 times with PBS as seen before and
incubated overnight at 4 °C with gentle agitation in the primary RGS14-polyclonal antibody (Novus biological,
NBP1-31174; dilution 1:500) produced in rabbit and diluted in 0.3 % (v/v) triton X-100 (Sigma-Aldrich, 9002-
93-1), 0.1 % (w/v) sodium azide in PBS buffer. After removing the excess of primary antibody with PBS,
sections were incubated for 2.5 h at room temperature in darkness in the Alexa fluor® 488-conjugated secondary
antibody goat anti-rabbit 1gG (Life technologies, A11008; dilution 1:1000) diluted in 0.3 % (v/v) triton X-100,
0.1 % (w/v) sodium azide, 0.1 M PBS buffer. The excess of the secondary antibody was removed with PBS (3
washes).

Mounting brain sections: Finally, slices were mounted on gelatin-coated slides (appendix 4.b) and
kept overnight at room temperature to dry. Then, 1-2 drops of DABCO (appendix 4.a.5) were applied on sections
and covered with the coverslip. Samples were observed under a Leica confocal microscope (Leica DM IRE2).

5 Appendix 5. PROTEOMICS
5.a) Buffers and solutions

5.a.1) 0.01 M Tris-HCI buffer, pH 7.4 (50 ml)

This buffer was prepared by dissolving 0.06 g of Tris (Sigma-Aldrich, T1503) in Milli-Q water up to 50
ml. To adjust the pH at 7.4, some drops of HCI solution (T-Bakes, 6081) were added.

5.a.2) 0.5 M Tris-HCI buffer, pH 6.8 (50 ml)

This buffer was prepared by dissolving 3.02 g of Tris (Sigma-Aldrich, T1503) in Milli-Q water up to 50
ml and the pH was adjusted at 6.8.

5.a.3) Loading buffer 1X (8 ml)

Tris-HCI 60 mM pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glicerol, 5 % 2p-mercaptoetanol and 0.002 % blue
bromophenol:
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REAGENT AMOUNT

Milli-Q water 3.88 ml
2- B mercaptoethanol
(Sigma-Aldrich, M7154) 0.4 ml
Glycerol, 99 %
(Sigma-Aldrich,G6279) 0.8 ml
Sodium dodecyl sulfate
(SDS), 10 % 1.6ml
(Sigma-Aldrich, L3771)
Tris-HCL 0.5 M, pH 6.8 1ml

(appendix 5.a.2)

5.a.4) Tris-Glycine-SDS (TGS) buffer 5X (1 L)
12.5 mM Tris, 96 mM glycine, 0.5 % SDS

REAGENT AMOUNT

Milli-Q water UptollL

Glycine
(Sigma-Aldrich, G7126)

Sodium dodecyl sulfate

729

(SDS) 5¢
(Sigma-Aldrich, L3771)

Tris
(Sigma-Aldrich, T1503) 159

5.a.5) Phosphate Buffered Saline (PBS buffer) 10X (1 L)

REAGENT AMOUNT

Milli-Q water UptolL
Sodium chloride
(NaCl) 7229

(Sigma-Aldrich, S3014)
Potassium dihydrogen phosphate
(KH,POy) 43¢
(Merck-Millipore, 104873)
Sodium phosphate dibasic dihydrate
(Na,HPO0, 2H,0) 19¢
(Fluka, 71645)

5.a.6) 0.1 % Tween PBS buffer 1X (TPBS) (1 L)

REAGENT AMOUNT

Milli-Q water 900 ml
PBS buffer (10X)
(appendix 5.a.5) 100 ml
Tween -
(Sigma-Aldrich, 9005-64)
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5.b) Lowry Method for protein determination

The protein concentration of samples were estimated by the colorimetric Lowry method (Lowry et al
1951) according to the protocol detailed below:

—-Reagents and solutions

500 pg/ml Bovine serum albumin stock solution, (10 ml): The 500 pg/ml BSA stock solution was
prepared by dissolving 5 mg of BSA (Sigma-Aldrich, A3059) in 10 ml of Milli-Q water. The solution was
aliquoted in small volume of 500 pl and stored at -80 °C.

2 % Sodium carbonate solution, (50 ml): 1 g of sodium carbonate anhydrous (Na,COs, Panreac,
131648.1210) was dissolved in 50 ml of Milli-Q water and solution was stored at 4 °C.

1 % (w/v) copper sulfate solution (50 ml): 0.5 g of Cooper (Il) sulfate anhydrous (Panreac,
122726.1209) were dissolved in 50 ml of Milli-Q and the solution was stored at 4 °C.

2 % (v/iv) Na, tartrate solution (50 ml): 1 g of sodium tartrate anhydrous (Na,C;H4Os, Panreac,
121720.1210) was dissolved in 50 ml of Milli-Q water and the solution was stored at 4 °C

1.2 N Sodium hydroxide solution (50 ml): 2.4 g of NaOH (Panreac, 1316877787.1211) were
dissolved in 50 ml of Milli-Q water and the solution was stored at 4 °C.

Alkaline copper reagent (ACR): ACR was prepared by mixing in a proportion of 100:1:1 the 2 %
(W/v) Na,COg, 2 % (w/v) Na,C4H4O6 and 1 % (w/v) CuSO, respectively.

2 N Folin-Ciocolteus’s phenol reagent (Sigma-Aldrich, F9252)
—>Procedure

A BSA standard curve (from 0 to 267 pg/ml) was prepared using a 500 pug/ml BSA stock solution.
Three replicates were used for each concentration.

Volume of Volume of

Tube 500 ug/mIBSA  Milli-Qwater  [DoA

(uh ) (ug/mi)
T1 0 75 0
T2 5 75 33
T3 10 65 67
T4 20 55 133
T5 30 45 200
T6 40 35 267

Two replicates of 1/5 and 1/10 dilutions of each sample were prepared, and 75 ul of them were placed in a 1.5
ml tube. In addition, 1/5 and 1/10 dilutions of Tris-HCI 0.01 M pH 7.4 (Appendix 5.a.1) in Milli-Q water were
prepared as blanks. 75 pl of NaOH 1.2 N were added to each tube and mixed by vortex.

According to the number of tubes, the adequate volume of ACR was prepared at the moment of use, 750 pl of
ACR were added to each tube and mixed by vortex. Then the mixture was incubated for 15 min. 75 pl of Folin-
Ciocolteus’s phenol 2 N reagent:Milli-Q water in a proportion 1:1 were added to each sample and mixed by
vortex. Finally, the mixture was incubated for 45 min at room temperature and the absorbance was read
spectrophotometrically (S30, Boeco) at 750 nm.
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6

Appendix 6. ELECTROPHYSIOLOGY

a) Modified Artificial Cerebrospinal Fluid (ImACSF) , for 1 L

REAGENT

Sucrose
(Sigma-Aldrich, S0389)

CONCENTRATION AMOUNT

(mM)
189

)
64.69

Glucose
(Fluka, G0350500)

10

1.80

Sodium hydrogen carbonate
(NaHCOs)
(Sigma-Aldrich, S5761)

26

2.18

Potassium chloride
(KCI)
(Sigma-Aldrich, P9541)

0.22

Magnesium sulfate
(MgSO,)
(Sigma-Aldrich, M2643)

0.60

Calcium chloride
(CacCly)
(Sigma-Aldrich, C5670)

0.1

0.011

Sodium phosphate monobasic
(NaH2PO4)
(Sigma-Aldrich, S3139)

1.25

0.15

b) Artificial Cerebrospinal Fluid (ACSF) , for 1 L

REAGENT

Sodium chloride
(NaCl)
(Sigma-Aldrich, S3014)

CONCENTRATION
(mM)

124

AMOUNT

)

7.25

Potassium chloride
(KCI)
(Sigma-Aldrich, P9541)

0.22

Sodium hydrogen carbonate
(NaHCOs,)
(Sigma-Aldrich, S5761 )

26

2.18

Sodium phosphate monobasic
(NaH2PO4)
(Sigma-Aldrich, S3139)

1.4

0.17

Magnesium sulfate
(MgS04)
(Sigma-Aldrich, M2643)

0.12

Glucose
(Fluka, G0350500)

10

1.8

Calcium chloride
(CacCl,)
(Sigma-Aldrich, C5670)

0.22
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Abreviaturas

ACSF: liquido cefalorraquideo artificial.
AD: enfermedad de Alzheimer.

AMPAR: receptor acido alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico.

ANOVA: analisis de la varianza.
AP: anteroposterior.
BSA: albimina de suero bovino.

CamKII: proteina quinasa Il dependiente
de Ca?*/ calmodulina.

CCh: carbacol.
cDNA: DNA complementario.
CFU: unidades formadoras de colonias.

CNQX: 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-
diona.

CREB: proteina de unién al elemento de
respuesta de CAMP.

Ct: ciclo umbral.
DABCO: 1,4-diaza-biciclo[2,2,2] octano.
DI: indice de discriminacion.

DL-AP5: acido DL-2-amino-5-fosfo-
pentanoico.

DNA: acido desoxirribonucleico.
DV: dorsoventral.

ERK: quinasa regulada por sefiales
extracelulares.

fEPSP: potencial post-sindptico de
excitacion de campo.

Fr: corteza frontal.

GAP: proteinas activadoras de GTPasas.
GDP: guanosin difosfato.

GluR1-4: receptores inotrépicos de
glutamato (AMPA).

GPCR: receptor acoplado a proteinas G.

GPR (dominio): dominio regulador de las
proteinas G.

GTP: guanosin trifosfato.

HFS: estimulacion de alta frecuencia.
JNK: quinasa c-Jun N-terminal.

KNG62: ester del acido 4-[(2S)-2-[(5-
isoquinolinilsulfonil)metilamino]-3- oxo -
3-(4-fenil-1-piperazinil) propil] fenil
isoquinolinsulfonico.

LFS: estimulacion de baja frecuencia.
LTD: depresion a largo plazo.

LTP: potenciacién a largo plazo.

LY367385: acido (S)-(+)-a-amino-4-
carboxi-2-metilbencenoacetico.

MAChR: receptor colinérgico
muscarinico.

MACSF: liquido cefalorraquideo artificial
modificado.

MAPKK (MKK): proteina quinasa de
quinasa activada por mitdgeno.

MGIuUR: receptor metabotréopico de
glutamato.

MRNA: RNA mensajero.

MTL.: I6bulo temporal medial.



NMDAR: receptor de N-metil-D-aspartato.
OD: densidad éptica.

ORM: memoria de reconocimiento de objetos.
PARP-1: polifADP]-ribosa polimerasa 1.
PBS: tampdn fosfato salino.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
PKA: proteina quinasa dependiente de CAMP.
PKC: proteina quinasa dependiente de calcio.
PKMC: proteina quinasa MC.

PLP: Periodato-Lisina-Paraformaldehido.
PRh: corteza perirrinal.

gRT-PCR: PCR cuantitativa con transcripcion
inversa.

RBD (dominio): dominio de union a Ras.

RGS: regulador de la sefializacion de
proteinas G.

RNA: acido ribonucleico.
Rpl19: proteina ribosomal L19.
TI1Q-A: tieno[2,3-c]isoquinolin-5(4H)-ona.

U0126: 1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis (o-
aminofenilmercapto) butadieno.

VDCC: canales de calcio dependientes de
voltaje.

ZIP: péptido inhibidor de la proteina quinasa
Mzeta.
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I. Introduccion

1  Regulador de la sefializacidn de las proteinas G 14 (RGS14)

La sefializacion de las proteinas G comienza con una proteina G heterotrimérica
(Gapy) (Albert & Robillard 2002; Neves et al 2002) unida a un receptor acoplado a proteinas
G (GPCR). La activacion de GPCR promueve la liberacion de guanosin difosfato (GDP) y la
consiguiente union de guanosin trifosfato (GTP) para la activacion de la subunidad Ga. Esta
activacion conlleva una disociacion/reorganizacion del complejo heterotrimérico permitiendo
la interaccion de las subunidades Ga y GPy con sus efectores y desencadenando asi las
cascadas de sefalizacion intracelulares correspondientes. La subunidad Ga que presenta una
actividad GTPasa, rapidamente inicia su propia inactivacion a travées de la hidrélisis de GTP
volviendo asi a su estado de reposo (Ga-GDP), uniéndose de nuevo a la subunidad GBy y
reasociandose con el GPCR (Gilman 1987; Hamm 1998; Hepler & Gilman 1992). Este ciclo
GTPasa de activacion/desactivacion de las proteinas G esta regulado por miembros de la
familia de reguladores de la sefializacion de las proteinas G (RGS). Las proteinas RGS
contienen un dominio RGS canodnico de =~ 120 aminodcidos, el cual se une a proteinas G
activadas actuando como proteinas activadoras de GTPasas (GAP) para catalizar la hidrolisis
de GTP y acelerar de este modo el ciclo de las proteinas G (De Vries et al 2000; Hollinger &
Hepler 2002; Ross & Wilkie 2000; Woodard et al 2015) (figura 1).

GolG

Estado de reposo Activacion de la proteina G

v S— PM ?
N
@00 i

. -_-->

Figura 1. Diagrama de la activacion de las proteinas G triméricas mediante la union de un agonista a los
receptores acoplados a proteinas G. GDP: guanosin difosfato; GTP: guanosin trifosfato; GPCR: receptor
acoplado a proteina G; MP: membrana plasmatica; Pi: fosfato; RGS: proteina reguladora de proteina G.
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RGS14 es un miembro de la subfamilia R12 de las proteinas RGS que contiene varios
dominios: un dominio N-terminal RGS de 119 amino&cidos (aa), un dominio C-terminal
regulador de proteinas G (GPR; también conocido como GolLoco) de 22 aa y dos dominios
centrales en tandem de unién a Ras (RBD), RBD1 y RBD2 de 70 aa cada uno (figura 2).

RBD1 X RBD2

Figura 2. Esquema de la estructura de la proteina multidominio RGS14. Se indican los distintos dominios
identificados de la proteina RGS14: Un dominio N-terminal RGS, dos dominios en tandem de unién a Ras
(RBDs) y un dominio C-terminal regulador de las proteinas G (GPR). La numeracion de amino acidos (aa) se
indica sobre la barra horizontal.

Por lo tanto, se cree que RGS14, ademas de participar en la hidrélisis de GTP mediada por el
dominio RGS, participa en otras muchas funciones celulares. Esta idea esté reforzada por el
dindmico patron de distribucion de RGS14 a través de todo el cerebro. Experimentos de
Northen blot (Snow et al 1997), estudios de hibridacion in situ (Grafstein-Dunn et al 2001) y
de reaccidén cuantitativa en cadena de la polimerasa (qPCR) (Larminie et al 2004)
demostraron de forma independiente la presencia de mMRNA de RGS14 en tejidos de cerebro
de rata y humano. De igual manera, estudios de inmunohistoquimica (Lopez-Aranda et al
2006) y experimentos de inmunoblot (Hollinger et al 2001) han demostrado que la proteina
RGS14 se encuentra de forma abundante en cerebro de rata y mono. En el cerebro adulto de
raton, el mMRNA de RGS14 asi como la proteina RGS14 se encuentran de forma predominante
en las neuronas hipocampales de CA2, especificamente en espinas y dendritas (Lee et al
2010). Recientemente, un andlisis anatomico detallado de la localizacion de RGS14 en
cerebro de raton ha demostrado que el mMRNA de RGS14 asi como la proteina RGS14 se
encuentran reguladas a la alta durante el desarrollo posnatal de ratdn, presentando la proteina
RGS14 un patron de expresion dindmico localizado en el hipocampo y la corteza olfatoria
primaria en el cerebro adulto de ratén (Evans et al 2014). Por otro lado, estudios in vitro han
demostrado que RGS14 posee la capacidad Unica de interactuar con distintas formas de
subunidades Ga. RGS14, al igual que las otras proteinas G, se une a las formas activas (Ga-
GTP) de la subfamilia Gai/o para estimular la hidrdlisis de GTP mediada por Ga (Cho et al
2000a; Hollinger et al 2001; Traver et al 2000; Traver et al 2004). A través del dominio GPR,
RGS14 se une selectivamente a las formas inactivas Gail-GDP o Gai3-GDP para inhibir la
disociacion de GDP vy asi dirigir RGS14 hacia la membrana plasmatica (Kimple et al 2001;
Mittal & Linder 2004; Shu et al 2007). Ademas, a través de su dominio RBD1, RGS14 se une
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a H-Ras y Rap2 permitiendo asi la participacion de RGS14 en las vias de sefializacion de H-
Ras (Mittal & Linder 2006; Shu et al 2010; Willard et al 2009). Hasta el presente, no se

conocen moduladores de vias de sefializacion que se unan al dominio RBD2.

2  RGS14414, un variante de RGS14 por splicing alternativo

El gen RGS14 (GenBank, NP_006471.2) codifica para la proteina humana de 566
aminoacidos (RGS14se6, Uniprot, 043566-7). Hasta el momento, Se han descrito tres
variantes alternativas mediante splicing alternativo, sin embargo, no han sido aun
caracterizadas completamente. Asi, el gen de RGS14 (GenBank, AY987041) de 1245 pares
de bases (bp) codifica para la isoforma 3 de la proteina RGS 14 de 414 aminoacidos
(RGS14414, Uniprot, O43566-5) (Lopez-Aranda et al 2006). La secuencia de esta isoforma
(RGS14414) difiere de la proteina original (RGS14s66) €n que presenta una delecion de los 153
primeros aminodcidos, una insercion de una lisina en la posicion 352 ademas de un cambio

del aminoacido valina, que se encuentra en la posicion 416, por una alanina (figura 3).

RGS14546 MPGKPKHLGVPNGRMVLAVSDGELSSTTGPQGQGEGRGSSLSIHSLPSGPSSPFPTEEQP 60
RGSl4414 ____________________________________________________________

RGS14544 VASWALSFERLLOQDPLGLAYFTEFLKKEFSAENVTFWKACERFQQIPASDTQQLAQEARN 120
RGS14414  mmmmmmmm e e e e o e

RGS14sss  IYQEFLSSQALSPVNIDRQAWLGEEVLAEPRPDMFRAQQLQIFNLMKFDSYARFVKSPLY 180
RGS14,,4  ————————m—mm oo MFRAQQLQIFNLMKFDSYARFVKSPLY 27

RGS14546 RECLLAEAEGRPLREPGSSRLGSPDATRKKPKLKPGKSLPLGVEELGQLPPVEGPGGRPL 240
RGS14,4 RECLLAEAEGRPLREPGSSRLGSPDATRKKPKLKPGKSLPLGVEELGQLPPVEGPGGRPL 87

RGS145¢4 RKSFRRELGGTANAALRRESQGSLNSSASLDLGFLAFVSSKSESHRKSLGSTEGESESRP 300
RGS14,:4 RKSFRRELGGTANAALRRESQGSLNSSASLDLGFLAFVSSKSESHRKSLGSTEGESESRP 147

RGS14546 GKYCCVYLPDGTASLALARPGLTIRDMLAGICEKRGLSLPDIKVYLVGNEQIALVLDQDC 359
RGS14,4 GKYCCVYLPDGTASLALARPGLTIRDMLAGICEKRGLSLPDIKVYLVGNEQIALVLDQDC 207

RGS14546 TVLADQEVRLENRITFELELTALERVVRISAKPTKRLQEALQPILEKHGLSPLEIVLHRP 419
RGS14,4 TVLADQEVRLENRITFELELTALERVVRISAKPTKRLQEALQPILEKHGLSPLEIVLHRP 267

RGS14546 GEKQPLDLGKLVSSVAAQRLVLDTLPGVKISKARDKSPCRSQGCPPRTQDKATHPPPASP 479
RGS14,4 GEKQPLDLGKLVSSVAAQRLVLDTLPGVKISKARDKSPCRSQGCPPRTQDKATHPPPASP 327

RGS14546 SSLVKVPSSATGKRQTCDIEGLVELLNRVOSSGAHDORGLLRKEDLVLPEFLQLPAQGPS 539
RGS14,;4 SSLVKVPSSATGKRQTCDIEGLVELLNRVOSSGAHDORGLLRKEDLVLPEFLQLPAQGPS 387

RGS14s5¢¢ SEETPPQTKSAAQPIGGSLNSTTDSAL 566
RGS14,, SEETPPQTKSAAQPIGGSLNSTTDSAL 414

Figura 3. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de RGS14,y4 (GenBank: AY987041) y RGS14x
(GenBank: NP_006471.2). Los diferentes dominios estan indicados en colores: el dominio RGS en amarillo; el
dominio RBD1 en verde; el dominio RBD2 en azul y el dominio GPR en violeta. Los residuos diferentes se
representan en rojo.
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Por tanto considerando no solo la ausencia del dominio RGS que es crucial para la actividad
GTPasa sino también la presencia de diferencias significativas a través de toda la secuencia,
se puede afirmar que la proteina madura de RGS44 es bastante distinta de la proteina
RGS1456; tanto desde el punto de vista estructural como funcional, interviniendo

posiblemente solo en funciones cerebrales no asociadas a la hidrolisis de GTP.

2.1 Memoria de reconocimiento de objetos y RGS14,1,4

2.1.1 Memoria de reconocimiento de objetos (ORM)

La memoria de reconocimiento es uno de los ejemplos més estudiados de memoria
declarativa. Es el proceso por el cual se identifica algo (por ejemplo un objeto o persona) que
ha sido visto previamente. Generalmente se considera que La memoria de reconocimiento esta
constituida por dos componentes, recoleccion y familiaridad (Diana et al 2007; Yonelinas
2001; Yonelinas et al 2010). El interés en la distincion entre estos dos componentes aumento
enormemente cuando Brown and Aggleton (Brown & Aggleton 2001) propusieron una base
neuroanatémica para estos dos procesos en la cual la recoleccion dependia del hipocampo,
mientras que la familiaridad dependia de la corteza perirrinal adyacente. Este modelo de
proceso-dual estd basado en el reconocimiento de procesos funcionalmente distintos, aunque
se sigue debatiendo sobre qué regiones del 16bulo temporal medial (MTL) son necesarias para
Ilevar a cabo estos procesos (Eichenbaum et al 2007). Sin embargo, otros cientificos estan de
acuerdo en que la memoria de reconocimiento es un proceso Unico dependiente tanto del
hipocampo como de las cortezas adyacentes (Donaldson 1996; Haist et al 1992; Squire et al
2004; Squire et al 2007) manifestando que la memoria de reconocimiento es un proceso
basado en la familiaridad, donde “reconocer” refleja memorias débiles y “recordar” estd

asociado a memorias fuertes.

Se ha propuesto que, ademas de la corteza perirrinal (Brown & Aggleton 2001; Kim et al
2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton &
Brown 2010; Watson & Lee 2013), existen otras areas corticales implicadas en el circuito de
la ORM tales como la corteza frontal (Banks et al 2012; Swick & Knight 1999; Warburton &
Brown 2010) o mas recientemente el area V2 de la corteza visual (Lopez-Aranda et al 2009).
Hasta ahora, se pensaba que el area V2 participaba en la percepcion visual y no en la
memoria. Sin embargo, estudios recientes desarrollados en nuestro laboratorio sobre el papel
del area V2, area localizada fuera del MTL, en la ORM no solo puso esta area en el foco de
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atencion, sino que apoyoé el punto de vista que considera la corriente visual ventral hacia
hipocampo, y no sélo el MTL, importante para el procesamiento de la memoria (Bussey &
Saksida 2005; 2007; Gaffan 2002; Murray et al 2007).

2.1.2 Papel de la RGS14,:4en la ORM

Un estudio previo desarrollado en nuestro laboratorio (Lopez-Aranda et al 2009) ha
demostrado que el area V2, un area localizada fuera del MTL, juega un papel critico en la
ORM a corto y a largo plazo. La estimulacion del &rea V2 mediante la sobreexpresion de
RGS14414 dio lugar a un fuerte aumento de la memoria. Este efecto en la ORM fue de tal
magnitud que una ORM normal, con una duracion de hasta 45 min (corto plazo), se convirtio
en una memoria a largo plazo que podia ser trazada incluso después de varios meses. Una
eliminacion selectiva de las neuronas del area V2 conllevé no solo a la pérdida completa de la
ORM normal sino también de la potenciacién de la ORM mediada por esta proteina.

Por otro lado, se demostré que la capacidad de retener la informacion sobre varios objetos fue
mas alta en los animales RGS14. Asi, los animales normales podian retener la informacion de
dos objetos diferentes pero eran incapaces de hacer lo mismo en el caso de cuatro objetos,
mientras que los animales RGS14 fueron capaces de retener la informacion de seis objetos.
Ademas, se observd que el efecto del tratamiento con el gen RGS144,4 persistia durante el
resto de la vida de la rata. Por tanto, estos hallazgos sugieren que RGS14414 €s un fuerte
potenciador de la memoria el cual podria ser un buen candidato terapéutico como tratamiento

frente a su pérdida.

3  Implicacion de la plasticidad sinaptica hebiana de la corteza perirrinal

en la memoria de reconocimiento

3.1 Proyecciones de la corteza perirrinal

La corteza perirrinal en rata estd compuesta por las areas de Brodmann 35-36 y se
localiza a lo largo del surco rinal (Burwell 2001; van Strien et al 2009). Aunque las
proyecciones corticales aferentes mas importantes hacia la corteza perirrinal son aquellas
originadas en la corteza entorrinal (Burwell & Amaral 1998b; Canto et al 2008; Insausti et al

1997), la corteza temporal asociativa también envia un gran nimero de proyecciones hacia la
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corteza perirrinal (Burwell & Amaral 1998a). La corteza perirrinal recibe por tanto
informacion de los sistemas sensoriales a través de la corteza temporal, e informacion de la
formacion hippocampal a traves de la corteza entorrinal. La entrada de informacion desde las
cortezas entorrinal y temporal colindantes terminan en gran medida en las capas I, 11 Y 11l de
la corteza perirrinal (Agster & Burwell 2013; Furtak et al 2007).

3.2 Plasticidad sinaptica hebiana en la corteza perirrinal

La plasticidad sinaptica hebiana se refiere especificamente a la modificacién
dependiente de actividad de la fuerza o eficacia de la transmision sindptica en las sinapsis
preexistentes (Citri & Malenka 2008; Feldman 2009). La formas mas importantes de
plasticidad sinaptica observadas en las sinapsis excitatorias son la potenciacion a largo plazo
(LTP), definida como un incremento persistente en la respuesta sinaptica inducida por una
estimulacion breve de alta frecuencia; y la depresion a largo plazo (LTD) que consiste en una
disminucion de la respuesta sinéptica inducida por episodios mas largos de estimulacion de
baja frecuencia. Existen diferentes mecanismos en la corteza perirrinal que contribuyen a la
plasticidad sinaptica. Estos incluyen la activacion de los receptores NMDA, los receptores
mGlu, los receptores colinérgicos muscarinicos y los canales de calcio dependientes de
voltaje (consultar Banks et al 2012; Banks et al 2014; Kealy & Commins 2011). Una
estimulacion de alta frecuencia (HFS) a 100 Hz en las neuronas de las capas Il/Ill de la
corteza perirrinal produce una LTP dependiente de receptores NMDA (Bilkey 1996), y una
estimulacion tetanica y theta-burst a 100 Hz en las capas II/11l producen también una LTP
dependiente de receptores NMDA en las neuronas de la capa | (Ziakopoulos et al 1999). Sin
embargo, una estimulacion de baja frecuencia (LFS) a 1 Hz y 5 Hz pueden inducir una
reversion de la LTP (despotenciacion) y una LTD dependientes de los receptores NMDA
respectivamente (Aicardi et al 2004; Massey et al 2004). Ademas de la LTD dependiente de la
neurotransmision glutamatérgica, existen otras formas de LTD en la corteza perirrinal. Se ha
demostrado que un amplio abanico de antagonistas tanto de receptores mGlu (especificos para
los grupos de receptores mGlu I, 11 'y 111) (Cho et al 2000b; McCaffery et al 1999) como de
receptores colinérgicos muscarinicos M1 (Massey et al 2001) pueden producir también una
LTD en la corteza perirrinal sin necesidad de una estimulacidn eléctrica o activacion de
receptores NMDA.
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3.3 LTP/LTD en la memoria de reconocimiento

Los patrones de plasticidad sindptica a largo plazo han sido propuestos como
responsables de multiples formas de cognicién, incluida la memoria de reconocimiento
(Abraham & Robins 2005; Bliss & Collingridge 1993; Collingridge et al 2010; Davis et al
1992; Griffiths et al 2008; Martin & Morris 2002; Morris et al 1986; Whitlock et al 2006). En
particular, La LTD dependiente de la corteza perirrinal ha sido foco de gran interés como
potencial sustrato para la memoria de reconocimiento. Muchas de las sustancias que bloquean
la LTD pero no la LTD, también producen un fallo en la memoria de reconocimiento in vivo
(Barker et al 2006; Griffiths et al 2008; Seoane et al 2009; Warburton et al 2003). En la
siguiente revision bibliografica, Banks et al 2012 se recogen las evidencias sobre la
implicacion de distintas vias de sefializacion en los mecanismos de la plasticidad en la corteza

perirrinal y la memoria de reconocimiento.

4  La perdida de memoria en la enfermedad de Alzheimer y el

envejecimiento

La memoria episddica es una de las mas estudiadas en la neurociencia de la
cognicion debido a su importancia clinica. Su funcién se ve claramente afectada con el
envejecimiento cerebral y las enfermedades psiquiatricas (Dere et al 2010) vy
neurodegenerativas como pueden ser la enfermedad de Parkinson (Williams-Gray et al 2006)
y la enfermedad de Alzheimer (AD). Aqui nos centraremos en la pérdida de memoria
episddica en el envejecimiento y en la AD, dos condiciones representativas de la pérdida de
memoria en humano. Estos dos modelos ademas, formaran parte de mi trabajo de tesis

doctoral.

4.1 Envejecimiento

Aungue la mayoria de los estudios sobre la pérdida de memoria se centran en la AD
como veremos mas adelante, el envejecimiento en ausencia de esta patologia implica también
un déficit de la memoria episodica (Drag & Bieliauskas 2010; Nyberg et al 2012; Shing et al
2010). Esta pérdida de memoria episodica detectada en el envejecimiento normal esta
asociada a una reduccién del volumen del hipocampo Yy otras estructuras del MTL (Fjell et al
2014; Nyberg et al 2012; Persson et al 2012; Rodrigue & Raz 2004). Sin embargo, debido
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también a una atrofia sustancial en la corteza prefrontal (Fjell et al 2009; Raz et al 2005)
acompafnada del fallo en determinadas funciones cognitivas, se ha propuesto que la
disminucion de la eficiencia del circuito fronto-estriatal sea la responsable del déficit de

memoria observado en el envejecimiento (Buckner 2004; Head et al 2005).

La plasticidad sinaptica sufre cambios durante el proceso de envejecimiento en el hipocampo
y en el neocortex (Burke & Barnes 2006; Foster 2007). La induccion de la LTP se ve alterada
en animales envejecidos cuando la estimulacion es débil pero no al utilizar una HFS de alta
intensidad (Diana et al 1994a; Diana et al 1994b; Dieguez & Barea-Rodriguez 2004). Los
animales envejecidos muestran o bien un umbral més alto para la induccién de LTP (Barnes
et al 2000; Barnes et al 1996) o bien un nivel disminuido de induccion de LTP en
comparacion con animales jovenes (Deupree et al 1991; Moore et al 1993; Rosenzweig et al
1997; Tombaugh et al 2002). Por el contrario, la capacidad de induccion de la LTP o
despotenciacion es mayor en animales viejos que en animales jovenes (Foster & Norris 1997;
Norris et al 1996).

4.2 Enfermedad de Alzheimer

El deterioro de la memoria episddica es el sintoma clinico principal de la AD siendo
uno de los sintomas mas tempranos de esta enfermedad. Por tanto el principal objetivo es
identificar estos cambios cognitivos tempranos durante el curso de la misma, lo que permitiria
el inicio de terapias en pacientes cuando se espera obtener el maximo beneficio (Didic et al
2011; Dubois et al 2007; Salmon 2012). Actualmente, el déficit de la memoria episodica
observado en la AD estd asociado con la atrofia de la corteza entorrinal y el hipocampo
(Acosta-Cabronero et al 2010; Killiany et al 2002; Petersen 2000). Cabe destacar que la
patologia neurofibrilar de la AD afecta a la parte medial de la corteza perirrinal antes de
extenderse a la corteza entorrinal y el hipocampo (Braak & Braak 1991; 1995; Gertz et al
1998; Taylor & Probst 2008), lo que sugiere que la evaluacién de las funciones cognitivas
asociadas con la corteza perirrinal podria ser también importante a la hora de la deteccion

temprana de la AD.

Se ha demostrado que la proteina beta-amiloide (AB) inhibe la LTP mientras que potencia la
LTD en roedores (Cheng et al 2009; Kim et al 2001; Li et al 2009; Shankar et al 2008). Sin
embargo, el efecto de AP sobre la LTP parece depender altamente de la concentracion ya que,

de hecho, bajos niveles de Ap pueden facilitar el mantenimiento de la LTP (Puzzo et al 2011;
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Puzzo et al 2008). Ademas, desafortunadamente, los estudios sobre la LTP en modelos de
ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer han generado resultados
contradictorios. Varios grupos de investigacion encontraron una disminucion de la LTP
(Chong et al 2011; Gong et al 2004; Knobloch et al 2007; Saganich et al 2006; Sydow et al
2011; Trinchese et al 2004), mientras otros observaron que la LTP no se veia afectada
(Chapman et al 1999; Fitzjohn et al 2010; Gureviciene et al 2004; Harris et al 2010; Marchetti
& Marie 2011; Palop et al 2007).

5 Mecanismos implicados en la potenciacion de la memoria

Muy poco se conoce de los mecanismos que intervienen en la potenciacion de la
memoria mediada por RGS14414. Estudios in vitro han demostrado previamente la
participacion de la proteina RGS14414 en la regulacién de los niveles intracelulares de Ca?*
(Martin-Montanez et al 2010), un proceso considerado esencial en la plasticidad sinaptica y la
formacion de la memoria (ver Baker et al 2013). Mediante el uso de dos lineas celulares de
diferente origen neuronal y dos métodos diferentes de medida de Ca®* intracelular, se
demostr6 que la expresion de la proteina RGS14434 en estas lineas celulares redujo
considerablemente la entrada de Ca®* siendo dependiente de los canales tipo Cav1 sensibles a
nifedipina. Sin embargo, queda por demostrar como la prevencion de altos niveles de Ca®* en
el citoplasma mediante la disminucién de la entrada de Ca®* a través de los canales Cavl

puede traducirse en una mejora de la memoria.

No obstante, a diferencia de lo que ocurre con RGS14414, se ha producido un enorme progreso
en la comprension de los mecanismos implicados en el procesamiento de la memoria (Lee &
Silva 2009; Stern & Alberini 2013). Dada la gran variedad de estudios desarrollados sobre
diversos compuestos farmacologicos y vias de sefializacion implicados en la modulacion de la
memoria, nos centraremos Unicamente en aquellos que formaran parte de este trabajo de tesis

doctoral.

Receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico (AMPARs). Los

receptores AMPA son receptores ionotropicos de glutamato permeables a cationes que se
expresan a lo largo de todo el cerebro (Beneyto & Meador-Woodruff 2004). Existen cuatro
subunidades de receptores AMPA (GIuAl-GluA4 6 GIuR1-GluR4) altamente homdlogas
(Collingridge et al 2004) y que se ensamblan como dimeros para formar heterotetrdmeros
(Hollmann & Heinemann 1994; Traynelis et al 2010). Algunos estudios han demostrado
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también la existencia de homotetrameros (Lu et al 2009; Wenthold et al 1996). Existen
evidencias sobre la implicacion de la endocitosis de los receptores AMPA en la memoria de
objetos dependiente de la corteza perirrinal en ratas (Griffiths et al 2008; Winters & Bussey
2005). Se ha visto también que el blogueo de los receptores AMPA en dicha corteza produce
un fallo en la memoria de reconocimiento en macacos (Malkova et al 2015). GIuR2 es la
subunidad mas abundante de los receptores AMPA en el adulto y la gran mayoria de los
receptores AMPA que contienen esta subunidad son impermeables al Ca** (99%) (Greger et al
2003) y muestran baja conductancia del canal (Cull-Candy et al 2006; Traynelis et al 2010).
Sin embargo, los receptores AMPA que carecen de la subunidad GIuR2 son permeables al
Ca’" y presentan una alta conductancia del canal (Swanson et al 1997). Se conoce que esta
subunidad juega un papel crucial en la plasticidad sinaptica y la memoria (Cazakoff &
Howland 2011; Mead & Stephens 2003; Migues et al 2010). La expresién de la subunidad
GluR4 se distribuye a través del sistema nervioso central, pero es relativamente mas alta en el
hipocampo, la corteza cerebral y las células granulares del cerebelo (Keinanen et al 1990). En
el hipocampo, los altos niveles de expresion de GIuR4 se restringen a la primera semana
posnatal en la cual la subunidad GIuR4 media la liberacién de los receptores AMPA que
contienen la subunidad GIuR2 (Zhu et al 2000). Ratones knockout para la subunidad GluR4
muestran una mejor memoria espacial de trabajo aunque sin ninguna alteracién en la LTP lo

que sugiere una implicacion de GIuR4 en funciones cognitivas (Sagata et al 2010).

Receptores N-metil-D-aspartato  (NMDARS). Los receptores NMDA son

heterémeros (Dingledine et al 1999) compuestos por dos subunidades NR1 (Behe et al 1995)
esenciales y dos o tres subunidades NR2 (Laube et al 1998; Premkumar & Auerbach 1997).
Se han descrito cuatro subunidades NR2 (A-D) aunque las subunidades NR2A y NR2B son
las predominantes en el cerebro anterior. Existen evidencias sobre la implicacion de los
receptores NMDA en la ORM dependiente de la corteza perirrinal en macacos (Malkova et al
2015) y ratas (Abe et al 2004; Winters & Bussey 2005).

Receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuRs). La familia de receptores

mGIUR esta constituida por ocho subtipos receptoriales (mMGIuR1-8) clasificados en tres
grupos en base a la homologia en sus secuencias, el perfil farmacoldgico y las vias de
transduccion de sefiales implicadas (Conn & Pin 1997); grupo | (formado por mGIuR1 y
mGIuR5), grupo Il (mGIuR2 y mGIuR3), y grupo Il (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7, y

mGIuR8). Estudios previos donde se investiga el papel de los grupos | y Il en el aprendizaje y
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la memoria, han demostrado la implicacion de estos receptores en la adquisicion de la ORM a
largo plazo, pero no en la consolidacion o recuperacion de la informacion (Barker et al 2006).

Receptores colinérgicos muscarinicos (mMAChRs). Los cinco subtipos de receptores

mACh pertenecen a la superfamilia de receptores de siete hélices transmembrana, los cuales
activan a proteinas G triméricas con dominios de union a nucleotidos de guanina (Bonner et al
1987). Se ha demostrado la existencia de un fallo en la ORM mediante la administracion de
antagonistas de receptores de mACh (Abe et al 2004; Tinsley et al 2011; Warburton et al
2003). Ademas otros estudios han confirmado que este fallo en la memoria se produce en

concreto mediante el antagonismo de los receptores muscarinicos M1 (Tinsley et al 2011).

Canales de calcio dependientes de voltaje (VDCCs). Los VSCC se subdividen en

varias subfamilias dependiendo de sus propiedades farmacoldgicas. De este modo los VDCC
incluyen los canales tipo L (la familia tipo Cavl), los canales tipo T (familia Cav3) y los
canales tipo P/Q, R y N (familia Cav2) (Catterall et al 2005). Los VDCC tipo L son la mayor
fuente de entrada de iones de calcio a las neuronas (Berger & Bartsch 2014; Chittajallu et al
1998). La inactivacion temporal de estos canales produce un fallo en el aprendizaje de
evitacion pasiva condicionado por miedo, en la memoria espacial y la memoria de
reconocimiento de objetos (Bauer et al 2002; Borroni et al 2000; Lashgari et al 2006; Seoane
et al 2009; Winters et al 2007; Woodside et al 2004).

Proteina guinasa M{ (PKM(). La PKMC es una isoforma de la proteina quinasa C

(PKC) que contiene un dominio catalitico  y que carece del dominio N-terminal regulador, lo
que hace de la PKMC( una isoforma activa de forma constitutiva (Sacktor 2011). Esta proteina
se expresa exclusivamente en el cerebro y se encuentra de forma abundante en el hipocampo y
la neocorteza (Hernandez et al 2003; Oster et al 2004). La PKM( juega un papel importante
en la memoria dependiente de hipocampo (Hardt et al 2010; Hernandez et al 2003; Serrano et
al 2008) y ejerce sus funciones mediante el blogueo de la via dependiente de GIuA2 que
interviene en la internalizacion de los receptores AMPA postsinapticos, promoviendo asi la
expresion persistente de GIuA2 en las sinapsis (Migues et al 2010). A diferencia de muchas
otras moléculas de corto periodo de activacion implicadas en la formacion de memoria, la
proteina PKM( es Unica al presentar una actividad persistente no solo esencial para la
formacion de la memoria sino tambien para su posterior almacenamiento (Sacktor 2011;
Shema et al 2011; Shema et al 2009). Sin embargo un estudio reciente (Volk et al 2013) ha
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refutado este modelo de formacion de memoria y ha demostrado que PKM{ no es necesaria ni
para la plasticidad sinaptica hipocampal ni para el aprendizaje y la memoria.

Proteina quinasa 11 dependiente de Ca®* / Calmodulina (CaMKI1). CaMKII es una

serina/treonina quinasa multifuncional con un amplio rango de sustratos. En mamiferos,
existen multiples isoformas de CaMKII como productos de cuatro genes estrechamente
relacionados o, B, Y y & (Lucchesi et al 2011). Las isoformas o y P se localizan
principalmente en el cerebro, mientras que las isoformas Y'y 6 se expresan de forma ubicua.
La isoforma aCaMKII se expresa en el cerebro anterior donde constituye la principal proteina
presente en la densidad postsinaptica (PSD) (Cheng et al 2006). Se sabe muy poco acerca de
la funcion de la BCaMKII en el cerebro y practicamente nada acerca de las isoformas Yy 6.
El papel de la proteina CaMKII ha sido ampliamente estudiado en relacion a la formacion de
la memoria. Se ha demostrado que la actividad de CaMKII aumenta durante la formacién de
la memoria al igual que se ha confirmado un fallo considerable en dicho proceso al bloguear
esta proteina (Coultrap & Bayer 2012; Elgersma et al 2004; Irvine et al 2006; Lisman et al
2002; Lucchesi et al 2011; Tinsley et al 2009; Wayman et al 2008).

Senializacion de la proteina guinasa activada por mitégeno quinasa (MAPKK). La

MAPKK también conocida como MEK, es una enzima quinasa encargada de la fosforilacion
de las proteinas quinasas (MAPKS) quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), p38 y
JNK. Estas MAPKKS son parte de una cascada de sefializacion en la cual una MAPK quinasa
quinasa (MAPKKK) activa una MAPK quinasa que a su vez activa una MAPK. Se han
identificado hasta el momento siete subtipos de MEK: MEK1 y MEK2 que estan
estrechamente relacionados y que activan a ERK1/2 participando asi en la cascada de
transduccion de sefiales Ras/RaffMEK/ERK; MEK3 y MEK6 que son similares
funcionalmente y que activan a p38 MAP quinasa; MEK4 y MEK7 que actlan
sinérgicamente activando a la proteina quinasa JNK y finalmente MEK5 que activa a ERKS5,
conocida también como la gran MAP quinasa 1 (BMK1). Al ser activadas, las MAPKSs
pueden fosforilar a una variedad de dianas intracelulares incluyendo a factores de
transcripcion, proteinas adaptadoras de la transcripcionales, substratos de membrana y de
citoplasma asi como otras quinasas (Akinleye et al 2013). Numerosos estudios han
demostrado que la activacion de las MAPKKS es esencial para la formacion de la memoria.
La inhibicion farmacoldgica de MEK produce un fallo en la consolidacion de la memoria a

largo plazo incluyendo el reconocimiento de objetos, demostrando asi que la activacion de
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ERK es necesaria para la formacion de la memoria (Berman et al 2000; Davis & Laroche
2006; Hebert & Dash 2002; Kelly et al 2003; Leon et al 2010; Lu et al 2001; Schafe et al
2000; Shalin et al 2004).

Poli[ADP]-ribosilacion. Se trata de una modificacion post-transcripcional de

proteinas nucleares catalizada por poli[ADP]-ribosa polimerasas (PARPs) (Ame et al 2004;
Lautier et al 1993; Rouleau et al 2004; Schreiber et al 2006). En el nucleo, la polifADP]-
ribosilacion catalizada por PARP-1 altera las interacciones proteina-proteina y proteina-DNA,
y esta implicada en la remodelacion de la cromatina asi como en la transcripcion y reparacion
del DNA (Ju et al 2004; Rouleau et al 2004). PARP-1 también actda dentro de la cascada de
ERK que interviene en el crecimiento y diferenciacion (Cohen-Armon 2007; Cohen-Armon et
al 2007). Resultados previos han relacionado la activacion de PARP-1 con la formacion de
memoria a largo plazo (Cohen-Armon et al 2004; Goldberg et al 2009) asi como con la
consolidacion de la memoria (Fontan-Lozano et al 2010). Ademas, un estudio reciente
muestra que NGF promueve la plasticidad sinaptica y la formacién de memoria a largo plazo
mediante la activacién de la polifADP]-ribosilacion mediada por la proteina PARP-1 ademas
de la activacion de la via PKA-CREB (Wang et al 2012).

La figura 4 resume las vias de sefializacién implicadas en la memora de reconocimiento. Para
mayor detalle, consultar el poster de la casa comercial Tocris bajo el nombre
Neurotransmitters of Synaptic Plasticity, Learning and Memory in the Perirhinal Cortex de
Warburton & Bashir, 2011.
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I1. Objectivos

Se ha demostrado previamente el papel de la proteina RGS144:4 como potenciador de
la memoria ya que el tratamiento con su correspondiente gen en el area V2 de cerebros de
roedores producia un aumento notable de la memoria de reconocimiento de objetos, uno de
los ejemplos mas estudiados de memoria episddica. Por tanto, planteamos comprobar si la
pérdida de memoria de reconocimiento de objetos observada en modelos de animales
envejecidos y transgenicos de la enfermedad de Alzheimer, podia ser recuperada 0 no
mediante el mismo tratamiento con el gen RGS14,414. A continuacion, exploramos distintos
procesos bioldgicos cerebrales con el propdsito de aportar una posible explicacion a esta

potenciacion de la memoria mediada por RGS en ratas.

Objetivo 1: Explorar el efecto de la proteina RGS14,,4 en la recuperacion

de la pérdida de una memoria episodica

Una gran variedad de enfermedades neurologicas y psiquiatricas se asocian con
deficiencias de aprendizaje y memoria. Tanto la enfermedad de Alzheimer como el deterioro
cognitivo relacionado con la edad son claros ejemplos de ello (ver apartado 1.4). Utilizando
dos modelos de roedores que presentan déficit de memoria, ratdén transgénico de la
enfermedad de Alzheimer (AD) y ratas envejecidas, hemos evaluado si el tratamiento con el

gen RGS14 podia ser una terapia efectiva frente a la pérdida de la memoria.

Objetivo 2: Identificar las vias implicadas en la potenciacion de la memoria
mediada por RGS14,y,

Se estd realizando un gran esfuerzo en nuestro laboratorio para comprender los
mecanismos que intervienen en la potenciacion de la memoria mediada por RGS14. En este
trabajo, hemos llevado a cabo una serie de estudios farmacologicos empleando distintos
antagonistas e inhibidores para elucidar las vias que podrian estar implicadas en el aumento

de la memoria observado tras el tratamiento con RGS14.

Objetivo_3: Determinar la relacion entre el efecto potenciador de la

memoria mediado por la proteina RGS14,,4 Yy los receptores AMPA

Puesto que en el objetivo 2, identificamos la implicacion de los receptores AMPA en

el aumento de la memoria, y teniendo en cuenta ademas la implicacion de estos receptores en
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el procesamiento de la memoria de reconocimiento de objetos (Griffiths et al 2008; Malkova
et al 2015; Winters & Bussey 2005), decidimos centrarnos en el estudio de estos receptores y

evaluar su participacion en el procesamiento de la ORM en animales RGS.

Objetivo_4: Examinar el efecto del tratamiento con RGS144,, sobre la

plasticidad sindptica hebiana en la corteza perirrinal

Dada la extensa literatura que describe la plasticidad sinaptica como sustrato
potencial para la memoria de reconocimiento, quisimos determinar si la neuroplasticidad
podria estar implicada en el efecto de mejora de la memoria mediado por RGS14 observado.
Para ello se llevaron a cabo estudios electrofisioldgicos en cortes de cerebro de ratas tratadas
con RGS que contenian la corteza perirrinal, una estructura crucial en el procesamiento de la
ORM.

Objetivo 5: Analizar las areas cerebrales implicadas en la potenciacion de

la memoria mediada por RGS14

En este objetivo, hemos examinado la interrelacion entre el area V2 y las cortezas
perirrinal y frontal, areas que forman parte del circuito de ORM en el cerebro. En un primer
lugar evaluamos el efecto del tratamiento con RGS14 sobre la ORM en estas areas para mas
tarde determinar si un dafio sustancial sobre dichas areas podia producir de forma
independiente una pérdida de la ORM vy asi simular las condiciones encontradas en
enfermedades neurodegenerativas y/o el envejecimiento. Ademas, hemos explorado si el
tratamiento con RGS14 sobre una de las areas en estas condiciones de déficit de ORM
(similares a las observadas en los modelos de roedores en el objetivo 1), era capaz de

normalizar esta pérdida de memoria sufrida o no.

164



[11. Material y métodos




Yaviyw 3a
AYaISHIAINN

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng - )
ewl 4



I11. Material y métodos

1 Primer bloque experimental: Explorar el efecto de la proteina

RGS14,14 en la recuperacién de la pérdida de una memoria episéddica

1.1 Disefo experimental

En este blogue se pretende evaluar el efecto del tratamiento sobre el area V2 con el
gen RGS1444 en dos modelos diferentes de animales con déficit de memoria (ratas
envejecidas y ratones transgénicos de la enfermedad de Alzheimer, AD) empleando para ello

el test de memoria de reconocimiento de objetos (ORM) (figura 5).

Produccion de lentivirus
(Lentivirus-RGS14y
lentivirus-vehiculo)

Demostracion de la pérdida de memoria \L
(Test de ORM) Inyeccion de lentivirus- Demostracién de la
Modelo de Modelo de RGh§1‘:° Ieml:lwru;-z recuperacion de memoria
o enfermedad de VB E0EIZIN (Test de ORM)
envejecimiento - (Cirugia estereotaxica)
(Rata) Alzheimer
(Ratén)

Obtencion de
datos
(DI)

|

Andlisis
estadistico

Figura 5. Esquema del disefio experimental.

1.1.1 Efecto de RGS14 en envejecimiento

Para lograr este objetivo, se emplearon ratas macho Wistar Han (Charles River) de
edades comprendidas entre 3 y 24 meses, desarrollandose un test de ORM (apartado 111.1.2.4)

en 2 fases:

(i) Demostracion de la pérdida de memoria en ratas envejecidas: Se llevd a cabo el
test de ORM con tiempos de demora de 45 min y 24 h en 16 ratas de 3 meses de edad. Al
alcanzar los 18 meses en estos animales, y para demostrar la pérdida de memoria sufrida en

los mismos, se repitio la prueba con un tiempo de demora de 45 min.
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(ii) Estudio de la recuperacion de la memoria perdida mediante la sobreexpresion de
la proteina RGS14: Una vez realizada la prueba a los 18 meses de edad, en 7 de las 16 ratas
(grupo-RGS14) se inyecto lentivirus-RGS14414 en el area V2 de la corteza visual (apartados
11.1.2.1 y 111.1.2.2.2) y las 9 ratas restantes (grupo-vehiculo) fueron tratadas con lentivirus-
vehiculo. A los 20 y 24 meses de edad, se repitié el test de ORM con tiempos de demora de
45 min y/o 24 h.

1.1.2 Efecto de RGS14 en ratones transgénicos de la enfermedad de Alzheimer

En este estudio se emplearon ratones J20 con la mutacion hAPPgye.ing (cepa B6.Cg-
Tg(PDGFB-APPSwInd)20Lms/2Mmjax de Jackson Laboratory) de entre 2 y 10 meses que
sobreexpresan la proteina precursora amiloide humana (hAPP) con las mutaciones de la
enfermedad de Alzheimer familiar Swedish (K670N/M671L) e Indiana (V717F) bajo el
control del promotor del factor de crecimiento derivado de plaquetas de cadena B (PDGF)
(Mucke et al 2000). Este modelo presenta a partir de los 4 meses de edad una pérdida de
memoria (Escribano et al 2009). Como controles, se utilizaron ratones wild-type de la cepa
C57BL/6J de las mismas edades. Este disefio experimental, consta también de una primera
fase de demostracién de la pérdida de memoria episddica y una segunda fase de demostracion

de la recuperacion de la memoria mediante la sobreexpresion de la proteina RGS14.

(i) En la primera fase, se emplearon dos grupos de ratones con 2 meses de edad: un
grupo Wild-type control formado por 16 ratones C57BL/6J y un grupo-AD formado por 12
ratones J20. A ambos grupos se les realizd un test de ORM a los 2 y 4 meses de edad
(apartado 111.1.2.4).

(if) En la segunda fase, se utilizaron, ademéas de los grupos anteriores, otros dos
grupos de ratones: un grupo AD+RGS14 formado por 15 ratones J20 tratados con lentivirus-
RGS1444 y un grupo AD+vehiculo de 8 ratones J20 inyectados con lentivirus-vehiculo,
ambos en el area V2 de la corteza visual (apartados 111.1.2.1 y 111.1.2.2.2). En los 4 grupos se
Ilevd a cabo un test de ORM a los 7 y 10 meses de edad.
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1.2 Metodologia

1.2.1 Preparacion de lentivirus

En la figura 6, se muestra el esquema de trabajo seguido para la preparacion de

lentivirus.

Generacion del vector recombinante

del gen RGS14,,,

PCR del gen RGS14,,,con
extremos cohesivos de
restriccion

P

Purificacion del producto

Q.
a:
0
(@]
~

Reaccidon de restriccion

pe

Ligacion del gen RGS14,,,
enel plasmido

P

Obtencidn y titulacion de lentivirus

Transfeccion y produccion
(Linea celular 293T)

b

Concentracion

A 4

Titulacion
(Linea celular HT1080)

Transformacion en E. coli

p

Extracciony purificacion
del vector recombinante

Figura 6. Esquema de la preparacion de lentivirus.

1.2.1.1 Generacion del vector recombinante del gen

12111

cDNA del gen RGS14414

Se trata de un cDNA (GenBank, AY987041) (Lopez-Aranda et al 2006) de 1245
pares de bases (bp) que codifica para la isoforma 3 de la proteina humana reguladora de la

sefializacion de las proteinas G 14, de 414 aminodcidos (RGS14414, Uniprot, 043566-5) (ver

apartado 1.2).
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1.2.1.1.2 Plasmido pLVX-DsRed-Monomer-C1

El cDNA del gen RGS14414 se insertd en el plasmido pLVX-DsRed-Monomer-C1
(Clontech, 632153).Vector comercial compuesto por 8800 bp que expresa una proteina
monomeérica mutante de la proteina roja fluorescente de Discosoma sp. (DsRed). La expresion
de esta proteina se regula mediante el promotor constitutivo de los genes inmediatamente
tempranos de citomegalovirus humano (Pcmv IE), localizado por delante de la secuencia de la
misma. Este plasmido, ademas, contiene todos los elementos de procesamiento viral
necesarios para la produccién de particulas lentivirales sin capacidad replicativa (Wu et al
2000), asi como los elementos para mejorar el titulo de lentivirus obtenido, la expresion del
transgen y las demas funciones del vector como se especifica en la representacion

esquematica del plasmido en la figura 7.

pUC ori

pLVX-DsRed-Monomer-C1

Accl 8800 bp
(6249)

Accl

BamHI l35\32}

(3552) ™
$>

3'LTR DsRed-Monomer

WPRE

PF'GK

Puro’

Figura 7. Representacion esquematica del plasmido pLVX-DsRed-Monomer-C1. PBS: sitio de union del
cebador; DsRed-Monomer: secuencia que codifica para la proteina roja fluorescente de Discosoma sp.; MCS:
zona de clonacion multiple; pUC: origen de replicacion de Escherichia coli; cPPT: region central polipuring;
WPRE, elemento regulador post-trascripcional woodchuck; Amp’y Puro": genes de resistencia a los antibiéticos
ampicilina y puromicina respectivamente; Ppgk: promotor de la fosfoglicerato quinasa; VW: sefial de
empaquetamiento de lentivirus; PRE: elemento de respuesta a Rev, las regiones LTR: repeticion terminal larga
tanto del extremo 3’ como del 5°; Pcyy g promotor de genes inmediatamente tempranos del citomegalovirus
humano (imagen tomada de Clontech).

1.2.1.1.3 PCR del gen RGS14,14 con extremos cohesivos de restriccion

Para la insercion del gen en la zona de clonacién multiple del plasmido pLVX, se
eligieron las enzimas de restriccion EcoRI1 y Xhol (New England Biolabs, R0O101S y R0146S)

como se indica en la figura 8.
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WANAAMARANAMN
DsRed: Monomer ], s

3482 GGC TCC CAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC

3536 GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC

VWAAAN YW WVAAAN

Apal BamHI Stop  Stop Stop
YWWWAAMANAAAY
Smal / Xmal

Figura 8. Secuencia de nucleétidos de la cadena sentido de la zona de clonacién multiple del plasmido
pLVX. Se destacan las secuencias diana para las distintas enzimas de restriccion (imagen tomada de Clontech).

Para confirmar la ausencia de la secuencia diana de corte de estas endonucleasas en el marco
abierto de lectura del gen RGS14414, se realizd un analisis previo de los sitios de restriccion
con el programa NEBcutter version 2.0 (New England Biolabs). Se disefi6 un cebador sentido
5°->3’, con la secuencia diana de corte para la enzima de restriccion Xhol (M103-Xhol en
tabla 1) y un cebador anti-sentido 3’->5’con la secuencia de restriccion de EcoRI (M104-
EcoRl en tabla 1).

Tabla 1 Secuencias de los cebadores empleados en la PCR. Se indican las secuencias diana de corte para
las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI.

CEBADOR

SECUENCIA (5" >3

TACTC*TCGAGGAAGGAGATAGAACCATGGGATTTCGGGCACAGCAGCTTCAGATC

M103-XhOI EEEEEAENEEN]|
Xhol
*
M104-EcoRlI ACAC.G. AATTCGAG GGC TGA GTC GGT GGT GGA

EcoRlI

*: Punto de corte de las enzimas. En rojo se marca la secuencia Shine-Dalgarne y en verde la secuencia Kozak. Los dos
nucledtidos que aparecen subrayados se afiadieron para evitar romper el marco de lectura del gen.

La reaccion de PCR y sus fases se describen en la tabla 2 y tabla 3 respectivamente.
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Tabla 2. Caracteristicas de la reaccion de PCR.

CONCENTRACION

COMPONENTE VOLUMEN FINAL
5X Colorless Go Taq® Flexi Buffer Mg free
(Promega, M890A) 10 X
MgCl, (25 mM)
(Promega, A351B) 2 it
PCR Nucleotide Mix (1,25 mM) * 5l 125 uM
(Promega) H (cada nucledtido)
Cebador M103-Xhol, 10uM (Sentido)
(Sigma-Aldrich) 2l Db
Cebador M104-EcoRlI, 10uM (Anti-sentido)
(Sigma-Aldrich) 2l e
cDNA del gen RGS14,,, (560 ng/pul) 0,5 pl 280 ng
GoTag® g2 Flexi DNA polymerase (5 U/ul)
(Promega, M780A) 0.5l 2
Nuclease-Free Water
(Gibco, 10977) 28 pl n/a
Volumen total 50 pl

*Para preparar la mezcla (1,25 mM) se usé dATP (Promega, U120B), dGTP (Promega, U121B), dCTP
(Promega, U122B) y dTTP (Promega,U123B) con una concentracion inicial de 100 mM para cada nucledtido.

Desnaturalizacion inicial

Desnaturalizacion

30

. Alineacion
ciclos

Extension

Etapa final

1.2.1.1.4 Purificacion del producto de PCR

El producto final resultante de la PCR (gen de RGS144;4 con extremos cohesivos) se
separd en funcion de su tamafio mediante la técnica de electroforesis horizontal en un gel de
agarosa (apéndice 1.a.2) sometido a una corriente constante de 100 V y usando el tampén
Tris-Borico-EDTA (TBE) 1X (apéndice 1.a.1) En dicho gel se cargd este producto final y el
marcador de peso molecular de 1 Kb (Plus DNA Ladder, Life Technologies, 10787). La
proporcidn de muestra y glicerol al 30 % cargada en cada pocillo fue de 4:1 (muestra:glicerol)

(figura 9). Tras finalizar la electroforesis, la banda correspondiente al gen se observo e

Tabla 3. Ciclos y temperaturas de la reaccién PCR.
AN = TEMPERATURA

3 min

1 min

1 min

3 min

TIEMPO
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identificoO por su tamafio (1245 bp) en un transiluminador de luz ultravioleta. Una vez
identificada, se cortd cuidadosamente con una hoja de bisturi estéril, se deposit6 en un tubo de
1,5 mly se pesé (= 350 mg).

i 2 3

-
1636 bp >t

1018 bp—> —

-

JIe .

i

Figura 9. Electroforesis para la purificacién en gel del gen. La imagen de la izquierda muestra el gel antes de
cortar la banda correspondiente al gen RGS14,,, (= 1.245bp) y la imagen de la derecha muestra el gel tras cortar
dicha banda. Calle 1: marcador de peso molecular de 1 Kb; calle 2: gen RGS14,44 con extremos cohesivos y calle
3: cDNA del gen RGS14,,, original (control positivo).

A continuacion se procedio a la purificacion del DNA empleando el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, A9281), de acuerdo con el protocolo proporcionado por el
fabricante (apéndice 1.c.2). La concentracion del gen RGS14414 con los extremos cohesivos
fue 55,63 ng/ul.

1.2.1.1.5 Reaccién de restriccion

Con el fin de exponer los extremos cohesivos del gen RGS14414 Se realizaron
reacciones de restriccion a partir del DNA purificado y el plasmido pLVX, utilizando las dos

enzimas de restriccion EcoRI 'y Xhol (tabla 4).
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Tabla 4. Reaccidn de restriccion del gen RGS144:4 y el plasmido pLVX.

VOLUMEN
COMPONENTE GEN RGS144, PLASMIDO pLVX
(55,63 ng/pl) (0,5 pg/pl)
18 ul 1l
DNA
¢ (1 ug) (0,5 Hg)
1,5l 0,25 ul
el zoe ) (30 U/ug DNA) (10 Ulug DNA)
1,5l 0,25 pl
EcoRI (20000 U/ml) (30 Ulg DNA) (10 Ulug DNA)
NEBuffer 2.1(10X)
(New England Biolabs, B7202S) >l 2a
Nuclease-Free Water
(Gibco,10977) 24 o
Volumen total 50 pl 25 ul

La reaccién se incubd a 37 °C en un bafio termostatico durante 4 h en el caso del plasmido
pLVX 'y 16 h en el caso del gen RGS14,14, puesto que el plasmido presenta mayor grado de
pureza que el inserto. A continuacién, las enzimas de restriccién se inactivaron por calor
sometiendo la muestra a 65 °C durante 20 min en un bafio seco. Una vez finalizadas las
reacciones de restriccion, ambos productos se purificaron en gel tal y como se explico
anteriormente (apartado 111.1.2.1.1.4). Por ultimo se estim6 la concentracion tanto del cDNA
del gen RGS14414 como del plasmido pLVX, siendo de 6,06 ng/ul para ambos (figura 10).
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A. Gen RGS14414

I |
gl |

1636 bp—> e
1018 bp-> ——

B. Plasmido pLvX
.2 3 e

12216 bp> [E
4072 bpeg

1636 bp—> ==

1018 bp—>

R

-

0C

Figura 10. Electroforesis para la purificacion en gel del producto resultante de las reacciones de
restriccién. (A) La imagen de la izquierda muestra el gel antes de cortar la banda correspondiente al gen
RGS14,14 (= 1245 bp) (Calle 4) y la imagen de la derecha muestra el gel tras cortar dicha banda. (B) La imagen
de la izquierda muestra el gel antes de cortar la banda correspondiente al plasmido pLVX (= 8800 bp) (Calle 3) y
la imagen de la derecha muestra el gel tras cortar dicha banda. Calle 1: marcador de peso molecular de 1Kb;
calle 2: vector pLVX original (control positivo).

1.2.1.1.6 Ligacion del gen RGS14414 en el plasmido

Se llevo a cabo una reaccion de ligacion para insertar el DNA del gen RGS14,14€en el
plasmido pLVX con una proporcion 3:1, empleando la enzima T4-Ligasa como se detalla en
la tabla 5.
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Tabla 5.Reaccién de ligacién del gen RGS14,4 en el
plasmido pLVX.

COMPONENTE VOLUMEN

5X reaction buffer 4l
(Life technologies, 46300-18)

cDNA del gen RGS14,4,

(6,06 ng/u) 9,9 ul (60 ng)
cDNA del plasmido pLVX
(6,06 ng/ul) 8,8 pli(20:ng)
T4-Ligasa (1 U/ul) 1ul
(Life technologies, 15224) H
Nuclease-Free Water 1,8 pl
Volumen total 20 pl

Con el fin de romper las posibles uniones inespecificas entre ambos extremos cohesivos del
gen, se incubo la mezcla de componentes (salvo la enzima T4-Ligasa) a 45 °C durante 5 min
en un bafio seco. Tras dicha incubacion, se coloco la mezcla en hielo y se afiadio la enzima
T4-Ligasa, incubandose durante 1 h a 24 °C en un bafio termostéatico. Por ultimo, se inactivé

la enzima sometiendo la muestra a 70 °C durante 10 min en un bafio seco.

1.2.1.1.7 Transformaciénen E. coli

Las bacterias competentes utilizadas fueron One Shot® Omni Max™ 2 TI®
Chemically Competent E.coli (Life Technologies, C8540-03) las cuales fueron transformadas
por choque térmico con el vector recombinante del gen RGS144:4 generado durante el proceso
de ligacion de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante (apéndice 1.b.2).
Finalmente, en las placas sembradas de la reaccidn de transformacion, se visualizaron varias

colonias de las cuales se testaron 4 (Col. 1-4).

1.2.1.1.8 Extracciony purificacion del vector recombinante

Para evaluar la correcta insercion del gen, las 4 colonias (Col. 1-4) se inocularon
individualmente en 2 ml de medio liquido LB suplementado con ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ml (apéndice 1.b.1) en tubos de 15 ml (Falcon, 352059). Estos se
incubaron a 37 °C en agitacion a 225 rpm durante 16 h en un incubador-agitador de cultivos.
Con el fin de mantener las 4 colonias durante su evaluacién, se sembraron en placas de LB-

Agar con ampicilina a 100 pg/ml.
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1.2.1.1.8.1 Miniprep del DNA para la evaluacion del inserto

Para la extraccion y purificacion del vector recombinante del gen RGS14414 Se
empled el StrataPrep plasmid miniprep kit (Agilent technologies, 400761) de acuerdo con el
protocolo proporcionado por el fabricante (apéndice 1.c.3). ElI volumen final de DNA
purificado para cada colonia fue de 28 pl, verificAndose la correcta insercion del gen a traves

de la realizacion de reacciones de restriccion de prueba (tabla 6).

Tabla 6. Reaccion de restriccion de prueba para el producto de la Miniprep.
VOLUMEN

(Para cada colonia)

COMPONENTE

DNA purificado (Miniprep) 5 pl
Xhol (20000 U/ml) - Ullfg“[')N -
1,5 ul

EcoRI (20000 U/ml) (30 Ulhig DNA)

NEBuffer 2.1(10X) 2 ul
(New England Biolabs, B7202S) H

Nuclease-Free Water 10 pl

Volumen total 20 pl

Las reacciones de restriccion se incubaron a 37 °C en un bafio termostatico durante 16 h.
Transcurrido este periodo de tiempo, se volvié a afiadir a cada reaccién 15 U de enzima
volviéndose a incubar durante 2 h a 37 °C. A continuacién, las enzimas de restriccion se
inactivaron por calor sometiendo las muestras a 65 °C durante 20 min en un bafio seco. Los
productos resultantes de las reacciones de restriccion de cada colonia (Col. 1-4) se analizaron
en un gel de agarosa al 1 %. Como muestra la figura 11, las colonias 2 y 3 contienen el inserto

del gen.
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D L. 344 5Ol
Figura 11. Electroforesis del resultado de las
v v reacciones de restriccion de prueba de las 4
12216 bp%v—-q A A N U colonias (Col.1-4) obtenidas a partir de la
4072 bp—> — ey o transformacion en células competentes. Las
1636 bp>++ _ _ - & colonias 2 (calle 4) y 3 (calle 5) se transformaron
1018 bp—> * ok correctamente con el vector recombinante del gen

RGS1444 ya que presentan tanto la banda del
plasmido pLVX (8,8 Kb) indicada con una flecha
como la banda del gen RGS1444 (1,28 Kb)
indicada con un asterisco. Las colonias 1 (Calle 3)
y 4 (calle 6) no se transformaron, como indica
Unicamente la presencia de la banda del plasmido
pLVX. Calle 1: marcador de peso molecular de
1Kb; calle 2: cDNA del gen RGS14,, original;
Calle 7: plasmido pLVX original (controles
positivos).

Col. 1
Col.2
Col.3
Col.4

1.2.1.1.8.2 Maxiprep

Se eligio la colonia 2 para llevar a cabo la maxiprep y asi preparar una mayor
cantidad del vector recombinante del gen RGS14,14. A partir del stock bacteriano mantenido
en la placa LB-Agar de la colonia 2 se sembro por inoculacién una muestra en 5 ml de medio
de cultivo LB liquido con 100 pg/ml de ampicilina (apéndice 1.b.1) en un tubo de 15 ml.
Dicho tubo se incubd en un incubador-agitador de cultivos a 37 °C y 225 rpm con una
inclinacion de 45° durante 8 h. Estos 5 ml de cultivo bacteriano se vertieron en un matraz con
300 ml del mismo medio de cultivo LB que se incub6 durante 15 h en las mismas condiciones

de temperatura y agitacion comentadas.

La reaccion de maxiprep, se realiz6 empleando el kit Wizard ® Plus Maxiprep DNA
Purification System (Promega, A7270) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el
fabricante (apendice 1.c.4). Al final de la purificacion se obtuvo 1 ml de solucién de DNA
con una concentracion de 635 ng/ul. La insercion del gen se verifico a partir de la realizacion
de la reaccidén de restriccion de prueba indicada en la tabla 7. Ademas, la verificacién de la
secuencia se llevo a cabo mediante secuenciacion en la unidad de genémica del servicio de
secuenciacion del parque cientifico de Madrid. En la comparacion de la misma con la original

no se detectd ninguna mutacion en el inserto.
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Tabla 7. Reaccidn de restriccion de prueba para el producto de la

Maxiprep.
COMPONENTE VOLUMEN
DNA purificado (Maxiprep) (500?) Lr:z])
Xhol (20000 U/ml) (30 S/LZ LBINA)
0,75 ul

EcoRI (20000 U/ml) (30 Ulug DNA)

NEBuffer 2.1(10X) 2 ul
Nuclease-Free Water 15,7 pl
Volumen total 20 pl

Esta reaccion de restriccion se incub6 a 37 °C en un bafio termosttico durante 4 h. A
continuacion, las enzimas de restriccion se inactivaron por calor sometiendo la muestra a 65
°C durante 20 min en un bafio seco. Finalmente, el producto de la reaccion de restriccion se

cargé en un gel de agarosa al 1 % (figura 12).

1. i25080 0 4 SR RIB LT

— Figura 12. Electroforesis del resultado de la

1}3715883 & reaccion de restriccion de prueba de la
- colonia 2 (Col.2) obtenida a partir de la

1636 bp=>wv transformacion en células competentes. Se
1018 bp—=> confirma que la colonia 2 (calle 4) se

transformé correctamente con el vector
recombinante del gen RGS14,14 ya que presenta
tanto la banda del plasmido pLVX (8,8 Kb)
indicada con una flecha como la banda del gen
RGS14,,,4 (1,28 Kb) indicada con un asterisco.
Calle 1: marcador de peso molecular de 1Kb;
calle 2: cDNA del gen RGS14,14 original; Calle
3:  plésmido pLVX original (controles
positivos).

Col.2 | x|

1.2.1.2 Obtencion y titulacion de lentivirus

1.2.1.2.1 Lineas celulares utilizadas durante el proceso
(i) La produccién de lentiparticulas se llevd a cabo en la linea celular 293T

(Clontech, 632180), derivada de células humanas embrionarias de rifion (HEK) (Pear et al

1993), transformadas con el DNA del adenovirus humano tipo 5 y que expresa el antigeno

179



I11. Material y métodos

grande del Virus del Simio 40 (SV40) bajo el control del promotor constitutivo de alto nivel
del citomegalovirus humano (CMV). La tabla 8 indica la composicién del medio de cultivo

para esta linea celular.

Tabla 8. Medio de cultivo para la linea celular 293T.

COMPONENTE VOLUMEN

Medio base

Medio de Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM) 6,69 g
(Gibco, 52100-021)
Bicarbonato de sodio

(Sigma-Aldrich, S5761) 1859
Solucién de aminoacidos no esenciales 100X 5ml 450 ml

(Gibco, 11140-050)
L-Glutamina 200mM

(Gibco, 25030-032) aml
Piruvato de sodio a 100mM 5ml
(Gibco,11360-070)
Agua Milli-Q 485 ml
Total 500 ml
Suero fetal bovino (Tet System Approved) 50 ml
(Clontech, 631105)
Penicillina-streptomicina 5ml

(Gibco, 15140-122)

*En el apéndice 2 se desglosan los protocolos de congelacién-descongelacion de las células,
asi como de realizacion de un subcultivo. Estas células requieren un pretratamiento especifico
de la superficie de cultivo (apéndice 2.a).

(i)  La titulacién de lentivirus se realizd sobre la linea celular HT1080 (ATCC,
CCL-121) derivada de tejido conectivo de fibrosarcoma humano. La tabla 9 indica la

composicion del medio de cultivo para esta linea celular.

Tabla 9. Medio de cultivo para la linea celular HT1080.
COMPONENTE VOLUMEN

Medio base

Medio minimo esencial (MEM) 481¢
(Gibco, 41500-018) :

Bicarbonato de sodio 0,759 450 ml

Piruvato de sodio a 100mM

(Gibco,11360-070) S5ml
Agua Milli-Q 495 ml
Total 500 mi
Suero fetal bovino
(Gibco, 10500-064) 50 ml
penicillina-streptomicina 5 ml

*En el apéndice 2 se desglosan los protocolos de congelacién-descongelacion de
las células, asi como de realizacion de un subcultivo.
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1.2.1.2.2 Transfeccion, produccion y concentracion de lentivirus

1.2.1.2.2.1 Transfeccién y produccion

El proceso de produccion de lentivirus se realizo a partir de la transfeccion de las
células 293T con el vector recombinante del gen RGS1444. Se utilizé el kit Lenti-X™
Packaging System (Clontech, 631247) siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante
(apéndice 2.d) y cumpliendo con las condiciones del nivel 2 de bioseguridad recomendadas
(Chosewood et al 2009).

Esta transfeccion se llevo a cabo en el subcultivo o pase 7 de la linea celular realizado sobre
placas de cultivo de 100 mm (Corning, 734-1815). Se sembraron 6 placas a una concentracion
de 4,5 x 10° células por placa en medio de cultivo sin antibiéticos. Tras 72 h, se recogié el
sobrenadante que contiene lentivirus en tubos Ultra-Clear (Beckman Coulter, 344058) para

su posterior concentracion.

1.2.1.2.2.2 Concentracion de lentivirus

Se realizé mediante la ultracentrifugacion (Ichim & Wells 2011; Reiser 2000) del
sobrenadante (30 ml por tubo) a 25000 rpm durante 1 h 30 min a 4 °C, usando la
ultracentrifuga Beckman XL-90 y el rotor SW29. Una vez acabada la centrifugacion, se
descarto el sobrenadante cuidadosamente por decantacion y se elimind la ultima gota del
mismo con la ayuda de una pipeta P1000. Se resuspendié el pellet de cada tubo en 150 ul de
suero salino estéril y se conservo a 4 °C toda la noche. Finalmente se realizaron alicuotas de 3

ul que se almacenaron a -80 °C.

Para la obtencion de un stock de lentivirus-vehiculo, se siguié el mismo procedimiento de

transfeccion, produccion y concentracion utilizando el vector pLV X vacio (sin inserto).

1.2.1.2.3 Titulacién de lentivirus

Se llevo a cabo en las células HT1080. La infeccion con lentivirus en esta linea
celular se realiz6 a partir del subcultivo 4, en placas de 6 pocillos (Nunc, 140675) a una
densidad celular de 2 x 10° células por pocillo en 2 ml de medio completo. A las 24 h desde la
siembra, se retird el medio de cultivo y se afiadieron distintas diluciones seriadas de lentivirus
previamente preparadas: 1072, 10, 10°, 10°, 107 dejado un pocillo control “Mock” carente
de lentivirus. Estas diluciones seriadas se prepararon a partir de una de las alicuotas de
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lentivirus de 3 pl a la que se le afiadieron 27 pl de medio completo para HT1080 (Dilucion
1:10, “10™). Tras 48 h, se reemplazé el medio por medio completo. Para llevar a cabo la
seleccion de las células infectadas basada en la resistencia del plasmido hacia el antibiotico
puromicina se reemplaz6 el medio de la placa cada 48 h durante 10-12 dias por medio

completo con puromicina (Clontech, 631306) a una concentracion de 1 pg/ml.

Después de la seleccion, se procedio a calcular el titulo virico obtenido mediante recuento de
colonias en los pocillos infectados con distintas concentraciones de lentivirus, utilizando para
ello la tincién con cristal violeta (apéndice 2.e). Se calculo la media entre el recuento de
colonias crecidas en las distintas diluciones donde el nimero de colonias es inferior a 300
multiplicado por el factor de dilucién. En este caso se obtuvo un titulo de 1,75 x 10" CFU / ml
para los lentivirus-RGS14414 y de 2,75 x 10° CFU / ml para los lentivirus-vehiculo (figura
13).

~ Sy # %i;: > ' > — 1'

Figura 13. Titulacidon de los lentivirus-RGS14,14 (A) y lentivirus-Vehiculo (B)

1.2.2 Condiciones de estabulacién y cirugia estereotaxica

1.2.2.1 Condiciones de estabulacion

Los animales se mantuvieron estabulados en condiciones ambientales controladas en
el Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de Malaga. La temperatura media de
la habitacién fue de 20 £ 2 °C y el fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad. Los animales
tenian libre acceso al pienso y al agua y los estudios siempre se desarrollaron durante el

periodo de luz.

El cuidado y tratamiento de los animales se realizé en todo momento de acuerdo con las
directivas Europea (2010/63/2013) y Nacional (Real Decreto 53/2013) sobre proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos y con la aprobacion del

Comité Etico de la Universidad de Malaga.
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1.2.2.2 Cirugia estereotéaxica

1.2.2.2.1 Procedimiento quirurgico

A

Figura 14. llustracién del procedimiento experimental para la realizacibn de microinyeciones
intracraneales de lentivirus en roedores. (A). Fotografia que muestra una rata colocada en el estereotéxico.
(B). Fotografia que muestra la posicién del bregma (indicado con una flecha) en el créneo de la rata. (C).
Fotografia que muestra un raton colocado en el estereotaxico. 1: estereotaxico; 2: sistema de infusion; 3:
taladro; 4: anestésicos; 5: instrumentos quirdrgicos; 6: manta eléctrica; 7: luz fria; 8: esterilizador por calor
seco; 9: carpula dental; 10: adaptador estereotaxico para raton.

Previo al procedimiento quirdrgico, los animales fueron anestesiados con la
administracion por via intraperitoneal de 75 mg/kg de ketamina (Imalgene 1000, Merial
Laboratorios) y medetomidina (Domtor, Pfizer) a la dosis de 1 mg/kg (en el caso de las ratas)
6 0,5 mg/kg (en el caso de los ratones). Una vez anestesiados se colocaron sobre un aparato
estereotaxico de rata (Stoelting) en el caso de esta especie, y sobre un adaptador estereotaxico
para ratén (Cunningham mouse™, Harvard Apparatus) previamente acoplado al estereotaxico

de rata en el caso de los ratones. (Cetin et al 2006). La infusion de lentivirus se realizd
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mediante una cérpula dental de 30 G (Heraeus Kulzer lberia) conectada a una jeringa
Hamilton de 10 ml (Microliter™ #701, Harvard Apparatus) a través de un sistema de tubos de
plastico y acoplada a su vez a una bomba de infusion (11 Plus, Harvard Apparatus) (figura
14). El flujo de infusion fue de 10 ul/h y se llevaron a cabo inyecciones unilaterales de 2 pl
(para rata) 6 1 pl (para raton) de lentivirus-RGS14414 0 lentivirus-vehiculo en el hemisferio

derecho.

1.2.2.2.2 Coordenadas de inyeccion

Las coordenadas de inyeccion en ratdn se obtuvieron a partir del atlas de encéfalo de
raton “The Mouse Brain in Steriotaxic Coordinates” (Paxinos & Franklin 2001) y las de rata a
partir del atlas de encéfalo de rata “The Rat Brain in Steriotaxic Coordinates” (Paxinos &

Watson 1998) (tabla 10).

Tabla 10. Coordenadas de inyeccién para rata y ratén en el area V2.

COORDENADAS
ESPECIE Anteroposterior Mediolateral Dorsoventral
(AP)* (ML)* (DV)**
RATON -2,3 +13 -0,7
RATA -4,3 +21 -1,9

*(AP) y (ML) obtenidas desde el bregma
**(DV) medida desde duramadre

1.2.2.2.3 Recuperacién post quirurgica

Durante los cinco dias posteriores a la cirugia y con el fin de asegurar la total

recuperacion de los animales, estos recibieron el siguiente tratamiento:

(i) tratamiento topico posquirdrgico sobre la zona de incision o alrededor de la canula
implantada con el preparado Dermocan (Fatro), indicado en la profilaxis de las infecciones
bacterianas y cuando la accion antiinflamatoria y/o analgésica sea necesaria, caso que nos
ocupa. Su composicion incluye antibioticos de amplio espectro (bacitracina y neomicina), el

glucocorticoide hidrocortisona, el anestésico local lidocaina y vitamina A,

(ii) tratamiento subcutaneo con 150 ul del analgésico-antiinflamatorio meloxicam

(Metacam 5 mg/ml, boehringer Ingelheim);
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(iii) tratamiento oral con 300 pl del analgésico-opiaceo buprenorfina (Buprex 0,3
mg/ml, RB Pharmaceticals) en 300 ml de agua de bebida.

Una vez recuperados los animales y tras 21 dias desde la inyeccion con lentivirus-RGS14414 0
lentivirus-vehiculo, momento en el que se observa el efecto potenciador de la memoria
producido por el tratamiento (Lopez-Aranda et al 2009), se procedi6 a realizar los

experimentos comportamentales en estos animales.

1.2.3 Comprobacion de la expresion de RGS144;, mediante inmunofluorescencia

Para comprobar la expresion de la proteina RGS14414 en el area del cerebro a estudio,
se llevé a cabo un marcaje fluorescente de la proteina (figura 15) como se describe en el

apéndice 4.

A

Figura 15. Confirmacion de la expresion de la proteina RGS14 en ratas tratadas con RGS14. (A). Imagen
representativa que ilustra la expresién de RGS14 mediante inmunofluorescencia en secciones coronales de
cerebro del &rea V2 (V2) y la corteza frontal (Fr). Las barras representan 200 um. (B). Dibujos esquematicos
representativos de una seccién coronal (izquierda) y una seccion sagital (derecha) indicando la localizacién de la
proteina RGS14 (azul) en los sitios de inyeccidn. Las &reas V2, Fry perirrinal (PRh) estan delimitadas mediante
lineas finas.

185



I11. Material y métodos

1.2.4 Testde ORM

El test de ORM se utiliz6 como herramienta para la estimacion de la memoria de
reconocimiento de objetos de los animales de experimentacion. Prueba basada en la tendencia
espontanea de los animales por explorar preferentemente un objeto nuevo, en lugar de uno
familiar que ha sido presentado previamente. (Ennaceur & Delacour 1988). Este test se

desarroll6 de dia y dependiendo tanto de sefiales visuales como tactiles incluidas las vibrisas.

1.2.41 Testde ORM en rata

El protocolo empleado fue el descrito anteriormente por nuestro equipo (Lopez-

Aranda et al 2009), que consta de tres fases:

(i) La fase de manipulacion (Handling) fue 8 min al dia 5 dias consecutivos
colocando al animal en el brazo del investigador. Cada 2-3 min se cogi6 la rata por el cuerpo
y se realizé un moviendo suave de subida y bajada (para simular la colocacion del animal en

la caja experimental durante las siguientes fases).

(i)  La fase de habituacion fue de 12 min al dia, 3 dias consecutivos en campo
abierto (open field) de color negro con unas dimensiones de 100 x 100 x 50 cm. Estas
sesiones de habituacion se realizaron con el fin de familiarizar al animal tanto a la habitacion

como a la caja experimental donde se lleva a cabo la posterior fase de prueba.

(iii) La fase de prueba que consta a su vez de dos pasos (figura 16):

Inyeccién con Muestra de 3 min Pruebade 3 min
RGS14 o vehiculo

%

I dias ] i
0 min 45 mino 24 h

Figura 16. Esquema del test de memoria de reconocimiento de objetos en rata.
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a) Muestra de objetos (o adquisicion): Se colocaron dos objetos idénticos
separados entre si y de la pared posterior de la caja 30 cm. La rata se situé mirando
hacia la pared opuesta. Se dejo explorar al animal libremente los dos objetos

durante 3 min.

b) Test de discriminacion: Tras un tiempo de demora de 45 min ¢ 24 h desde la
adquisicién, se expuso la rata a dos objetos; un objeto familiar previamente
empleado en la fase de adquisicion y un nuevo objeto desconocido para el animal.

Se dejé explorar al animal libremente los dos objetos durante 3 min.

1.2.4.2 Testde ORM en raton

El protocolo empleado para esta cepa, desarrollado previamente por otros grupos de

investigacion (Escribano et al 2009; Schiapparelli et al 2006), consta de tres fases:

(i) Lafase de manipulacion (Handling) fue similar a la descrita anteriormente para
rata excepto la colocacion del animal que en este caso fue en la palma de la mano del

investigador en vez de en el brazo.

(i) La fase de habituacion fue de 10 min al dia, 2 dias consecutivos en campo

abierto de color gris claro con unas dimensiones de 50 x 35 x 50 cm.

(iif) La fase de prueba que consta a su vez de dos pasos se describe a continuacion
(figura 17):

Inyeccion con
RGS14 o vehiculo Muestra de 10 min Muestra de 10 min Pruebade 10 min

J ° ° A
® ® o ® o ® o

L d?als ? ‘{’ / A

0 min 10 min 24 h

Figura 17. Esquema del test de memoria de reconocimiento de objetos en raton.
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a) Muestra de objetos (o adquisicidn): consta a su vez de dos sesiones con un
intervalo entre sesion de 10 min. En cada sesion se colocaron dos objetos idénticos
en el centro de la caja separados entre si y de los laterales de la caja 10 cm. El ratdn
se ubico mirando hacia la pared opuesta y se dejo explorar al animal libremente los

dos objetos durante 10 min.

b) Test de discriminacién: Tras un tiempo de demora de 24 h desde la realizacion
de la segunda fase de muestra, se expuso el ratén a dos objetos; un objeto familiar
ya empleado en la fase de muestra y un objeto nuevo desconocido para el raton. Se

dejo explorar al raton libremente ambos objetos durante 10 min.

Las diferentes parejas de objetos utilizados tanto para rata como para ratén, se detallan en el
apéndice 3. (a y b). Estos objetos fueron previamente testados en animales sin tratamiento
para demostrar que no existia preferencia por ninguno de ellos, es decir, que los animales
exploraron por igual tanto el objeto familiar como el objeto nuevo. Ademas, para evitar
preferencia de lugar, se alterné la posicién de los objetos (izquierda / derecha). Con el fin de
eliminar posibles sefiales olfativas, se limpiaron cuidadosamente, antes y después de cada
prueba, tanto los objetos como la caja experimental (paredes y base) empleando para ello una

solucion de agua destilada y alcohol al 70% (Antunes & Biala 2012).

1.2.4.3 Obtencion de datos

El tiempo de exploracion de cada objeto se cronometrd in situ y se definié como el
tiempo que el animal mantenia el hocico en contacto con el objeto. Ademas, para confirmar
estas mediciones, se grabo la conducta de los animales en video durante la fase de prueba,
para volver a cronometrar los tiempos de exploracion de cada objeto por parte de otros dos

investigadores y evitar asi posibles sesgos.

Los tiempos de exploracion de los objetos familiar y nuevo por parte de los animales durante
el test de ORM se utilizaron para calcular el indice de discriminacion (DI). Este indice se
define como tiempo empleado por el animal en explorar el objeto nuevo dividido entre el
tiempo de exploracion total (objeto nuevo + objeto familiar). De esta forma, un DI < 0,5
indicaria que el animal no recuerda el objeto de la fase de muestra, mientras que un DI > 0,5
implicaria una mayor exploracién del objeto nuevo. Con un DI > 0,66 se considerd que el

animal recuerda el objeto familiar.
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1.2.4.4 Andlisis estadistico

Los valores de DI se expresaron como media + SEM y el posterior andlisis de
significancia se calcul6 mediante pruebas t de Student desapareadas (comparacion de dos
grupos) o un ANOVA de un factor (comparacion de 3 0 mas grupos) seguida de las
comparaciones post hoc de Tukey (comparaciones en parejas) o Bonferroni (comparaciones de
cada grupo con respecto a un grupo-control), usando el paquete estadistico SigmaStat 3.5
(Jandel Scientific) y aceptandose un nivel de confianza del 95 % y una probabilidad de error
del 5 % (p < 0,05).

2 Segundo bloque experimental: Identificar las vias implicadas en la

potenciacion de la memoria mediada por RGS14,4

2.1 Disefo experimental

En este bloque se plantea estudiar el mecanismo de accién del efecto de RGS14414 €n
el aumento de la memoria episddica, utilizando el test de ORM con un tiempo de demora de
24 h (apartado 111.1.2.4). Para desarrollar este bloque experimental, en una primera fase se
confirmé el efecto de RGS14414 sobre la memoria para luego estudiar el mecanismo de accion
de dicho efecto a través de la administracion de diferentes farmacos (antagonistas o
inhibidores) relacionados con el procesamiento de la memoria en animales tratados con
RGS14414 (figura 18).
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Produccion de lentivirus
(Lentivirus-RGS14 y
lentivirus-vehiculo)

|

Implantacién de canula Confirmacion del Estudio del mecanismo
en area V2 e inyeccién de » efecto de RGS14 en la » de accién de RGS14 » Test de
lentivirus ORM (Administracién de ORM
(Cirugia estereotaxica) (Test de ORM) farmacos)

Obtencién de
datos
(DI)

|

Anglisis
estadistico

Figura 18. Esquema del disefio experimental.

En la primera fase se emplearon 2 grupos de 7 ratas macho Wistar Han cada uno con 3-4
meses de edad: un grupo-RGS14 tratado con lentivirus-RGS14414 y un grupo-vehiculo tratado
con lentivirus-vehiculo (apartados 111.1.2.1 y 111.1.2.2.2), ambos en el area V2 de la corteza
visual. En la segunda fase, para la administracion de farmacos, se utilizaron en total 39
animales. En estos animales, se implantd una canula en el area V2 de la corteza visual
(apartado 111.2.2.1), para realizar primero la inyeccion de lentivirus y mas tarde la
administracion de los diferentes farmacos. En la tabla 11 se detallan los antagonistas e
inhibidores empleados, sus mecanismos de accion, el momento de administracion y el

volumen administrado.
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2.2 Metodologia

Nota: La metodologia utilizada en este blogque referente a la produccion de lentivirus y el test

de ORM se describe en los apartados 111.1.2.1 y 111.1.2.4 respectivamente.

2.2.1 Implantacion de canula e inyeccion de lentivirus

Previo al procedimiento quirdrgico, las ratas fueron anestesiadas con la
administracion por via intraperitoneal de 75 mg/kg de ketamina (Imalgene 1000, Merial
Laboratorios) y medetomidina (Domtor, Pfizer) a la dosis de 1 mg/kg. Una vez anestesiados
se colocaron sobre un aparato estereotaxico de rata (Stoelting) (Cetin et al 2006). Para estos
estudios donde la administracion se realizé a través de una canula, se implant6 en el craneo
del animal una canula guia (Plastics one, C317G) en el area V2 del hemisferio derecho (ver
coordenadas en el apartado 111.1.2.2.2.2). Dicha canula se fijoé al craneo mediante 3 tornillos
(Plastics one, 0-80X1-8) y cemento acrilico Resirapid (Garcia y Bruickner) cubriéndose el
orificio expuesto con la ayuda de una canula dummy (Plastics one, C317DC). Al dia siguiente
de la implantacion de la canula, tras anestesiar al animal de nuevo, se realiz6 la infusién de 2
pl de lentivirus (RGS14 o vehiculo) a un flujo de 10 ul/h con la ayuda de una canula de
inyeccién (Plastics one, C3171) que se insertd en la canula guia (figura 19). La canula de
inyeccidn se conectd a través de un sistema de tubos de plastico a la jeringa Hamilton,

acoplada a su vez a la bomba de infusion.

V4
Can,ula Cénula de
gu:la inyeccién
Canula
dummy
L
= Figura 19. Representacion esquematica
% . Cemento del _sistema_ de_ cénul_as utiliza}do para
= realizar microinyecciones unilaterales
Area AP Tornillo en el area V2. La canula guia se insertd en
v2 T el cerebro y se fijé al craneo de la rata

F ran : - .
C a €0 mediante cemento acrilico y tornillos de

acero inoxidable. Se muestran también la
canula dummy y la canula de inyeccion.
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Tras 21 dias desde la inyeccion de los lentivirus, se realizé la administracion de los distintos
farmacos con la ayuda de la canula de inyeccion y permaneciendo el animal consciente en

todo momento.

Los animales se mantuvieron en las mismas condiciones de estabulacion que en el primer
blogue experimental (apartado 111.1.2.2.1) y se siguidé un tratamiento de recuperacion post
quirdrgica (apartado 111.1.2.2.2.3). Los estudios comportamentales fueron realizados y
analizados como se describe anteriormente (apartados 111.1.2.4), excepto la simulacién de la
insercion de la canula de inyeccién, que incluye la introduccion y extracciéon de la canula

dummy varias veces.

3  Tercer bloque experimental: Determinar la relacion entre el efecto
potenciador de la memoria mediado por la proteina RGS144,, y los
receptores AMPA

3.1 Disefio experimental

Considerando la implicaciéon de los receptores AMPA en el procesamiento de la
memoria episddica (Griffiths et al 2008; Malkova et al 2015; Winters & Bussey 2005) y el
efecto de RGS14 en el aumento de la memoria de objetos (Lopez-Aranda et al 2009), en este
apartado se procedio a explorar la posible relacion entre la familia de los receptores AMPA y
el efecto potenciador de la proteina RGS14. Para ello se realiz6 un estudio génico y proteico
de los receptores AMPA en animales tratados con el gen RGS14 como se muestra en la figura
20.
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Produccion de lentivirus
(Lentivirus-RGS14 y
lentivirus-vehiculo)

\l, Test de ORM Diseccion Andlisis proteico
. de GIuR2
(solo fase de muestra) del area V2
Inyeccién de lentivirus- ’ (Western blot)
RGS14 o lentivirus-
vehiculo en area V2

(Cirugia estereotéxica) s N Anélisis génico de
iseccién
secclo » receptores AMPA

del area V2

(qRT-PCR)

\ \
Obtencidon de datos Obtencidn de datos
(Niveles de mRNA de (Niveles de expresidn

receptores AMPA) de GIuR2)
Analisis
estadistico

Figura 20. Esquema del disefio experimental.

3.1.1 Analisis genico de los receptores AMPA

Se utilizaron 8 ratas de entre 3-4 meses de edad tratadas con lentivirus-RGS14 y 8
ratas tratadas con lentivirus-vehiculo ambos en el area V2 de la corteza visual (apartados
.1.2.1 y 111.1.2.2.2). Tras 21 dias desde la inyeccion, se extrajo el area V2 (apartado
111.3.2.1) y se proceso el tejido para el desarrollo del andlisis génico mediante PCR
cuantitativa con transcripcion inversa (QRT-PCR) (apartado 111.3.2.2).

3.1.2 Analisis proteico de la expresion de la subunidad GIuR2

Se utilizaron 24 ratas de entre 3-4 meses: ambos grupos RGS y vehiculo formados
por 12 ratas tratadas en el area V2 de la corteza visual (apartados 111.1.2.1 y 111.1.2.2.2). Estas
ratas, tras 21 dias desde la inyeccidn, se sacrificaron en grupos de 3 animales a los 20, 40, 60
min y 24 h después de mostrarles los dos objetos iguales de la fase de muestra del test de
ORM (apartado 111.1.2.4.1). Tras el procesamiento de las muestras se llevo a cabo el estudio
de la expresion de la subunidad GIuR2 mediante la técnica de Western blot (apartado
111.3.2.3).
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3.2 Metodologia

Nota: La metodologia utilizada en este bloque referente a la produccién e inyeccion de

lentivirus y el test de ORM se describe en los apartados 111.1.2.1, 111.1.2.2 y 111.1.2.4.

3.2.1 Diseccion del area VV2 de la corteza visual del cerebro de rata

Los animales se anestesiaron con una mezcla de isoflurano/oxigeno y se sacrificaron
por decapitacion. Se extrajo el cerebro rapidamente y con una cuchilla se hizo un corte sagital
separando los dos hemisferios. Mediante un punch estéril para biopsia de un diametro de 4
mm (DH Material Médico, 94158BP-40F) se diseccion0 el area V2 de la corteza visual del

hemisferio derecho en los animales de ambos grupos.

322 gRT-PCR

Las muestras se colocaron en tubos de 1,5 ml con RNAlater® RNA Stabilization
Reagent (Quiagen, 1018087) en la proporcion de 10 pl de reactivo por miligramo de tejido

almacenandose hasta su utilizacion.

3.2.2.1 Extraccion del RNA total

El RNA total de los tejidos se aislo utilizando el RNeasy Tissue Mini kit (Quiagen,
74124) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante (apéndice 1.d). La
cuantificacion de la cantidad de RNA aislado se llevd a cabo a traves de la medicion de la
absorbancia a 260 nm en el espectrofotometro Nanodrop1000, v3.7 (Thermo Scientific)
teniendo en cuenta que una unidad de Azgp equivale a 40 pg/mL de RNA. Para la estimacion
de su pureza, se determind asimismo la absorbancia a 280 nm y se calculé el cociente
Azs0/Azgo, indice que informa de la pureza del RNA extraido. Los valores obtenidos en las

muestras de RNA entre 1,8-2, indican una baja contaminacion proteica.

3.2.2.2 Transcripcion inversa (RT) del RNA total

Para la eliminacion del DNA genémico de las muestras de RNA purificadas

anteriormente, se llevo a cabo la reaccion que se muestra en la tabla 12.
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Tabla 12. Reaccién de eliminaciéon del DNA
genémico.

COMPONENTE CANTIDAD

10X DNase Buffer

(Ambion, AM2235) L
rDNase | (2 U/ul)
(Ambion, AM2235) e
Muestra RNA 1 pg
Nuclease-Free Water
(Gibco, 10977) hasta 14 pl
Volumen total 14 ul

Esta reaccién se realizd en un termociclador (PCR Sprint, Thermo Electro coorporation)
segun las condiciones térmicas indicadas en la tabla 13.

Tabla 13. Condiciones térmicas de la reaccion de eliminacion del DNA

genodmico.
FASE TEMPERATURA TIEMPO

Activacion de la rDNase 37°C 30 min
Inactivacion de la rDNase 75°C 10 min
Etapa final 4°C --

Para llevar a cabo la reaccion de transcripcion inversa se utilizé el kit High Capacity RNA-to-
cDNA (Applied Biosystems, 4387406) tal y como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Reaccidn de transcripcion inversa.

COMPONENTE VOLUMEN

2X RT Buffer Mix 16 pl

20X RT Enzyme Mix 1,6 pl
Muestra RNA

(resultado digestion DNA gendmico) 14ul
Nuclease-Free Water

(Gibco, 10977) G

Volumen total 32 ul

La reaccion se realizé de nuevo en el termociclador segun las condiciones térmicas indicadas
en la tabla 15.
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Tabla 15. Condiciones térmicas de la reaccién de transcripcion inversa.

FASE TEMPERATURA TIEMPO
Activacion de la transcriptasa inversa 37°C 30 min
Inactivacion de la transcriptasa inversa 95°C 5 min
Etapa final 4°C --

Al igual que en el apartado anterior, para la cuantificacion de la concentracion y la pureza del
cDNA obtenido se utilizd el espectrofotometro Nanodrop 1000, v3.7. En este caso, una
unidad de Aggo equivale a 33 pg/mL de cDNA.

3.2.2.3 Cebadores para lagRT-PCR
3.2.2.3.1 Disefio de cebadores

Para llevar a cabo las reacciones de qRT-PCR se usaron los cebadores descritos en la
tabla 16. Estos cebadores se disefiaron y seleccionaron mediante el programa Primer Express,
v.2.0 (Applied Biosystems). Se comprob6 su especificidad utilizando el programa Primer-
Blast (NCBI) (Ye et al 2012) y se realizé finalmente una simulacion con el programa Amplify

1.2 (University of Wisconsin).

Tabla 16. Secuencia de los cebadores empleados en las reacciones de qRT-PCR.

GEN REFERENCIA SECUENCIAS CEBADORES*! A-II;/'?;\I/I_'IA‘(I:\ISN
AMPLIFICADO (GenBank) (5"=>3) (bp)
Sentido:
Glutamate receptor, ATGGCATCGGGTACCACTACA
ionotropic, AMPA 1 NM_031608.1 — 100
(GIuR1) Antisentido:
AGCTGGAAACCTGTCACATTGG
Sentido:
Glutamate receptor, TGGAGAGCTTGTCTACGGGAAA
ionotropic, AMPA 2 NM_017261.2 — 100
(GIUR2) Antisentido:
ACTCATGAAGGGCTTGGAGAAG
Sentido:
Glutamate receptor, CTGAGAAGCCCTTCCATTTGAA
ionotropic, AMPA3 | NM_001112742.1 T 90
(GIUR3) Antisentido:
AGAACTGGGAGCAGAAAGCATT
Sentido:
Glutamate receptor, TCAAGGGCTGACTGGGAATG
ionotropic, AMPA 4 BC093608.1 — 90
(GIuR4) Antisentido:
GGTCCTGTGCTTTTCAGTTCAAA
Sentido:
i i ATGCCAACTCTCGTCAACAG
Ribosomal pro:gm L19 NM_031103.1 s 102
(Rpl19) Antisentido:
AGGTGTTCTTCCGGCATCG

*I|_os cebadores se sintetizaron por Sigma-Aldrich.
*2 Gen de referencia “Housekeeping”
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3.2.2.3.2 Determinacion de la concentracion optima de los cebadores

Para determinar la concentracion Optima de cada pareja de cebadores, se realizo una
reaccion de qRT-PCR, cuyo procedimiento se explicara méas adelante (apartado 111.3.2.2.5).
Se emplearon tres concentraciones distintas de cebadores (0,45; 0,225 y 0,1125 uM), con tres
diluciones de muestra de cDNA control (640, 320 6 160 ng). La determinacion de la
concentracion optima de los cebadores se explica en el apéndice 1.d.2, siendo en este caso de
0,45 puM.

3.2.2.4 Obtencion de curvas estandar

Se purificaron los productos de PCR para cada gen (empleando la concentracion
Optima de cebadores) segun el MiniElute PCR purification kit (Quiagen, 28004) (apéndice

1.c.1) y se determinaron sus concentraciones en el espectrofotémetro Nanodrop 1000, v3.7.

Para la obtencion de las curvas estandar, se llevé a cabo una reaccién de gRT-PCR (apartado
111.3.2.2.5) con diluciones seriadas 1:10 en el intervalo de 10”° hasta 10 del producto de PCR
purificado para cada gen, y posteriormente, se representd el valor Ct con respecto al logaritmo
de la cantidad de cDNA en femtogramos (figura 21). Se descartaron los Ct que no
mantuviesen la correlacion de 3,3 ciclos entre dos diluciones 1:10 consecutivas. Se admitieron
los valores de curva estandar lineal con un R® > 0,98 y La eficiencia de amplificacién para

cada reaccién (E) se calcul6 segun la pendiente de la curva mediante la férmula:
E = 10—1/pendiente

En la figura 21 se muestran las curvas estandar para los genes GIuR1, GIuR2, GIuR3, GluR4

y el gen de referencia Rpl19.
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GluR1 GIuR2
y=-3,4002x + 23,724 y=-3,3916x + 23,868
R%=0,9998 R%=0,9998
25 P E=1,97 2543 E=1,97
20 T 20 -
15 ~ 15 A
S 5

10 A 10 A

5 4 5

r G T T 1 r G T T 1
-1 1 3 5 -1 1 3 5
Log (cantidad de cDNA) (fg) Log (cantidad de cDNA) (fg)
GIuR3 GluR4
y=-3,4413x + 23,833 y=-2,9385x + 21,697
R2=0,9999 R2=0,9969
25 E=1,95 25 - E=2,1
20 . 20 -
15 +H 15 -
o] o]

10 A 10 -

5 1 5 4

r O T T 1 r C T T 1
-1 1 3 5 -1 1 3 5
Log (Cantidad cDNA) (fg) Log (Cantidad cDNA) (fg)

Rpl19 (gen de referencia)

y=-3,4935x + 22,709

R?=0,995 Figura 21. Curvas estandar obtenidas para
)5 E=1,93 los genes GIuR1, GIuR2, GIuR3, GIuR4 y
Rpl19. Se muestra la correlacion entre el
20 A logaritmo de la cantidad de cDNA (fg) y el Ct,
para diluciones seriadas de cDNA. E:
L 157 eficiencia de la amplificacion, R coeficiente
“ 10 de correlacion.
5 -
r G T T 1
-1 1 3 5

Log (Cantidad cDNA) (fg)
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3.2.2.5 Reaccion de gRT-PCR

Se realizé en un termociclador 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems),
utilizando el kit Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 4367659) en un
volumen total de 24 ul tal y como se muestra en la tabla 17 manteniendo las reacciones a 4 °C

en todo momento.

Tabla 17. Reaccidn de gRT-PCR empleando el kit Power SYBR® Green PCR Master Mix.
CONCENTRACION

COMPONENTE VOLUMEN EINAL
Power SYBR® Green PCR Master Mix (2X) 12 pl 1X
Cebador sentido
8 ul 0,45 UM (cada uno)
Cebador antisentido
Muestra cDNA 4 ul 640 ng

Total 24 ul

Las muestras se amplificaron por triplicado, incluyendo controles negativos (sin muestra), en
placas de 96 pocillos para reacciones Opticas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
with Barcode (Applied Biosystems, 4306737). Estas placas se cubrieron y sellaron mediante
una pelicula transparente gPCR Adhesive Clear Seals (4titude, 4ti-0560) y se centrifugaron
(Eppendorf Centrifuge 5810R, rotor A-4-62) durante 1 min a 1000 rpm a 4 °C antes de ser

introducidas en el termociclador.

Las condiciones térmicas de la amplificacion asi como del protocolo para la obtencion de las
curvas de disociacion se detallan en la tabla 18. Las curvas de disociacion se visualizaron

mediante el programa especifico del termociclador utilizado (7500 V.2.0.6).

Tabla 18. Ciclos y temperaturas de la qRT-PCR.
FASE TEMPERATURA TIEMPO

Activacion de la enzima 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 15s
40 ciclos : -z
AT 60 °C 1 min
extension
95°C 15s
o 60 °C 1 min
Curvas disociacion
95°C 30s
60 °C 15s
Etapa final 4°C --
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3.2.2.6 Obtencion de datos

Para determinar la cantidad de RNA (cDNA) en las muestras se interpolaron los
valores Ct obtenidos para cada gen en las rectas de las curvas estandar correspondientes. Los
valores de cantidad de RNA de los distintos genes (GIuR1, GIuR2, GIuR3 y GIuR4) obtenidos
tanto para el grupo-RGS14 como el grupo-vehiculo se normalizaron con respecto a los
alcanzados para el gen Rpll9 (gen de referencia, “housekeeping”) (Cantidadgen/
Cantidadrpiig). Posteriormente, los valores de cantidad normalizados (Cantidadgen nor) para
cada gen en ambos grupos, se usaron para calcular el porcentaje de cambio de los niveles de

estos genes con respecto al vehiculo mediante la siguiente formula:

Cantidad g nor RGS14 —Cantidad g, o Vehiculo
x 100

Cantidad Vehiculo

gen nor

3.2.2.7 Analisis estadistico

Los valores obtenidos se expresaron como media = SEM. EIl posterior analisis de
significancia se calculé mediante pruebas t de Student apareadas de los valores de cantidad de
RNA normalizados para los grupos RGS y vehiculo, usando el paquete estadistico SigmaStat
3.5 (Jandel Scientific) y aceptandose un nivel de confianza del 95 % y una probabilidad de
error del 5 % (p < 0,05).

3.2.3 Western Blot

3.2.3.1 Homogeneizacion del tejido cerebral y determinacion de la concentracién de

proteinas

Tras la diseccion del area V2, el tejido de cerebro fresco (en torno a 40 mg por tubo)
se homogeneizé mediante un homogenizador (Glas-Col) en 2 ml de tampon Tris-HCI 0,01M,
pH 7,4 (apéndice 5.a.1) que incluia un cocktail de inhibidores de proteasas al 1 % (v/v)
(Sigma-Aldrich, P8340) y un cocktail de inhibidores de fosfatasas al 1 % (v/v) (Sigma-
Aldrich, P0044). La concentracion de proteinas de las muestras se estimé mediante el método
de Lowry (Lowry et al 1951) (apéndice 5.b ). Una vez calculada, las muestras se liofilizaron y

conservaron a -80 °C hasta su uso.
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3.2.3.2 Electroforesis SDS-PAGE e inmunoblot

Las muestras liofilizadas se trataron con tampdn de carga (1X) (Laemmli 1970)
(apéndice 5.a.3) y se sometieron a 95 °C durante 10 min en un bafio seco por 2 veces. Se
cargaron 2,5 y 5 g de proteina junto al marcador de peso molecular Precision Plus Protein™
ladder (Bio-Rad, 161-0374) en un gel de poliacrilamida-SDS en gradiente 4-20 % (Bio-Rad,
456-1096). El potencial eléctrico aplicado fue de 150 V y se utilizd el tampdn Tris-Glicina-
SDS (TGS) (apéndice 5.a.4). Las proteinas se transfirieron posteriormente a una membrana de
PVDF (Bio-Rad, 1704156) usando el sistema de transferencia Turbo Trans-Blot (Bio-Rad).
Una vez finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con tampon de bloqueo
(leche desnatada en polvo al 10 % (p/v) y BSA al 2 % (Sigma-Aldrich, A3059) en tampdn
PBS-Tween) (apéndice 5.a.6) durante 3 h a temperatura ambiente y en agitacion. Tras 3
lavados con PBS-Tween, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes durante toda la noche a 4 °C y en agitacion. Los anticuerpos primarios
empleados fueron: el anticuerpo monoclonal de conejo frente a GIuR2 (Abcam, ab133477) a
una dilucion 1:5000 y el anticuerpo monoclonal de ratdn frente a GAPDH (utilizado como
control de carga) (Sigma-Aldrich, G8795) a una dilucién 1:40000. Al dia siguiente, las
membranas se lavaron con PBS-Tween y se incubaron durante 75 min a temperatura ambiente
con los anticuerpos secundarios correspondientes: el anticuerpo biotinilado anti-1gG de conejo
(Vector lab, BA-1000) y el anticuerpo biotinilado anti-lgG de raton (Vector lab, BA-9200) a
una dilucion 1:500. Todos los anticuerpos se diluyeron en una solucion de leche desnatada en
polvo al 5 % (p/v), BSA al 2 % y azida sodica al 0,1 % (Sigma-Aldrich, S2002) en tampdn
PBS-Tween. Pasados los 75 min de incubacion, las membranas se volvieron a lavar con PBS-
Tween y se incubaron en una solucion de ExtrAvidina conjugada con peroxidasa (Sigma-
Aldrich, E2886) a una dilucion 1:2000 en PBS-Tween durante 50 min a temperatura
ambiente. Finalmente, las membranas se volvieron a lavar con PBS-Tween antes de proceder
al revelado mediante el método colorimétrico de DAB, empleando el sistema DAB Enhanced
liquid substrate system (Sigma-Aldrich, D3939).

3.2.3.3 Obtencion de datos

Tras el secado de las membranas en una estufa a 37 °C, se escanearon y analizaron
mediante el programa Quantity One 4.6.3 (Bio-Rad). Los valores de densidad éptica de las
bandas de la proteina GIuR2 obtenidos tanto para el grupo-RGS14 como para el grupo-

vehiculo en los distintos tiempos (20, 40, 60 min y 24 h) se normalizaron con respecto a los
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obtenidos para la proteina GAPDH (control de carga) (ODgjur2 / ODgappn). Posteriormente,
los valores de densidad optica normalizados (ODgiyr2 nor) €N @mbos grupos, se usaron para
calcular el porcentaje de cambio de los niveles de la proteina GIuR2 en el grupo-RGS14 con

respecto al grupo-vehiculo mediante la siguiente férmula:

O'DG|UR2 nor RGSl4 — O.D GIur2 norvehiculo

x 100
O.D k2 nor Vehiculo

3.2.3.4 Analisis estadistico

Los valores obtenidos se expresaron como media + SEM. El posterior andlisis de
significancia se calculé mediante pruebas t de Student apareadas de los valores de densidad
Optica normalizados para los grupos RGS y vehiculo, usando el paquete estadistico SigmaStat
3.5 (Jandel Scientific) y aceptandose un nivel de confianza del 95 % y una probabilidad de
error del 5 % (p <0,05).

4  Cuarto bloque experimental: Examinar el efecto del tratamiento con
RGS14,,, sobre la plasticidad sinaptica hebiana en la corteza

perirrinal

4.1 Disefio experimental

Para estudiar la posible relacion entre el aumento de la memoria tras el tratamiento
con el gen RGS14,434 vy la plasticidad sinaptica hebiana, se realizaron registros extracelulares
in vitro de potenciales de campo en la corteza perirrinal, al ser una de las areas de la corteza
cerebral méas estudiadas para delinear los correlatos electrofisioldgicos del procesamiento de
ORM (Brown & Aggleton 2001; Kim et al 2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013;
Ranganath & Ritchey 2012; Warburton & Brown 2010; Watson & Lee 2013). No obstante
antes de llevar a cabo los estudios electrofisiologicos se realizo un test de ORM para
confirmar que dicho tratamiento sobre la corteza perirrinal producia un aumento de la ORM
similar al encontrado en el area V2. El disefio experimental planteado en este bloque se

muestra en la figura 22.
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Nota: Los estudios electrofisioldgicos se llevaron a cabo durante el desarrollo de mi estancia
de investigacion de 7 meses en el grupo del Dr Zafar 1. Bashir en la Universidad de Bristol
(Reino unido). No obstante, los resultados de los experimentos de despotentiacion son una
representacion tanto de los resultados adquiridos por mi en la Universidad de Bristol como

de los obtenidos en colaboracién con el grupo del Dr. Robert Nistico en la Universidad de

Roma (Italia).
Produccion de lentivirus
(Lentivirus-RGS14y
lentivirus-vehiculo)
Inyeccion de lentivirus- Inyeccion de lentivirus-
RGS14 o lentivirus-vehiculo RGS14 enla corteza
enla corteza perirrinal perirhinal
(Cirugia estereotaxica) (Cirugia estereotaxica)
Estudio del efecto de RGS14 en la Obtencion de las rodajas de la
ORM enla corteza perirrinal corteza perirrinal
(Test de ORM) (Hemisferio-control no tratado
y hemisferio-RGS14 )

! 4

Obtencién de datos Estudio de la plasticidad sinaptica
(DI) hebiana en la corteza perirrinal
(Registros extracelulares “in vitro”
de potenciales de campo)

!

Obtencidn de datos

/ (Amplitude del fEPSP)
Analisis

estadistico

Figura 22. Esquema del disefio experimental

4.1.1 Efecto del gen RGS14,14 en la corteza perirrinal sobre la ORM

Se emplearon 16 ratas de entre 3-4 meses de edad: un grupo-RGS14 formado por 8
ratas tratadas con lentivirus-RGS14414 y un grupo-vehiculo formado por 8 ratas tratadas con

lentivirus-vehiculo ambos en la corteza perirrinal (AP: -4,52, ML: + 6,7, DV: -4,75)
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(apartados 111.1.2.1 y 111.1.2.2.2). A estos animales se les realizé un test de ORM con un
tiempo de demora de 24 h (apartado 111.1.2.4).

4.1.2 Analisis del efecto de RGS14,414 en la plasticidad sinaptica mediante registros

extracelulares in vitro de potenciales de campo

Se utilizaron 29 ratas de entre 3-4 meses de edad tratadas con lentivirus-RGS14414 en
la corteza perirrinal en uno de los dos hemisferios (apartados 111.1.2.1 y 111.1.2.2.2). Los
cortes de corteza perirrinal obtenidos del hemisferio tratado con lentivirus-RGS14414
representarian el grupo-RGS14 mientras que los cortes del hemisferio no tratado
representarian el grupo-control. A partir de estas rodajas de corteza perirrinal se llevaron a

cabo registros extracelulares in vitro de potenciales de campo (apartado 111.4.2.1).

4.2 Metodologia

Nota: La metodologia utilizada en este bloque referente a la produccién e inyeccion de

lentivirus y el test de ORM se describe en los apartados 111.1.2.1, 111.1.2.2 y 111.1.2.4.

4.2.1 Electrofisiologia en rodajas
4.2.1.1 Preparacion de las rodajas de la corteza perirrinal de rata

Los animales se anestesiaron con una mezcla de isoflurano/oxigeno y se sacrificaron
por decapitacion. Se extrajo el cerebro rapidamente y se sumergié en liquido cefalorraquideo
artificial modificado (mMACSF, rico en sacarosa) (apéndice 6.1) a 5 °C estabilizado con gas
carbdgeno (95 % O, y 5 % CO,). Para separar los dos hemisferios, con la ayuda de una
cuchilla se hizo un corte sagital. Se retiraron las partes rostrales del cerebro con un corte
vertical y las caudales mediante un corte diagonal con un angulo de inclinacion de 45°
respecto al eje dorsoventral (figura 23). Cada hemisferio se fijo por su parte caudal a la base
de la camara del vibratomo (Campden Instruments) con una capa delgada de cianoacrilato

(Superglue, Loctite) y se cubrié con mACSF.
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—— Surcorinal [l Area36 (PRh) [ Corteza postrinal

B Area35 (PRh) [ Cortezaentorrinal

Dorsal

Rostral <—I—> Caudal

Ventral

Figura 23. Representacién esquematica de una vista lateral de un hemisferio de cerebro de rata. Se
muestra la localizacién de la corteza perirrinal (areas 35 y 36 de Brodmann), la corteza entorrinal, la corteza
postrinal y el surco rinal. Las lineas diagonales muestran el dngulo aproximado en el cual las rodajas de cerebro
se cortan.

Se obtuvieron cortes coronales de cerebro de rata de 400 um que contenian la corteza
perirrinal (area 35 y 36) (figura 24), y se transfirieron a un cdmara de incubacion con ACSF
(apéndice 6.2) a 20-25 °C estabilizado con gas carbdgeno durante 1-6 h, manteniendo los
cortes de cerebro de cada hemisferio separados. Para disminuir los sesgos, se llevaron a cabo
experimentos a doble ciego, ya que el experimentador desconocia cuél era el hemisferio

tratado en la rata.

Figura 24. Rodaja de cerebro de rata obtenida
mediante un angulo de corte de 45° y tefiida con la
técnica de Nissl. Se muestra la localizacion de la
corteza perirrinal (areas 35 y 36 de Brodmann), la
corteza entorrinal medial (MEC), la corteza entorrinal
lateral (LEC) y el surco rinal (rs) (modificado
de Kajiwara et al 2003).

area35

4.2.1.2 Registros extracelulares in vitro de potenciales de campo

Los potenciales post-sindpticos de excitacion de campo (fEPSP) se registraron

mediante un electrodo de registro situado directamente por debajo del surco rinal en las capas
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[1/111 de la corteza perirrinal (area 35). A los dos lados del electrodo de registro se colocaron

los electrodos de estimulacion (~ 0,5 mm) (figura 25).

rs REC
S1 \/ ’ S2
Lado temporal Lado entorrinal

(Dorsal) (Ventral)
yalll
36

\Y 35
Vi

WM

Figura 25. Representacion esquematica de una rodaja de corteza perirrinal mostrando la posicion del
electrodo de registro (REC) y los electrodos de estimulacion (S1y S2). Se representa también la localizacion
de la corteza perirrinal (&reas 35 y 36 de Brodmann), el surco rinal (rs), la posicidon aproximada de las capas
corticales 1-VI y la sustancia blanca (WM) (modificado de Cho et al 2000b).

Para garantizar la especificidad del efecto de la plasticidad sinaptica, se examinaron dos vias:
“la via entorrinal” en la que interviene el electrodo situado en el area 35 y “la via temporal”
en la que interviene el electrodo situado en el area 36 (Massey et al 2004; Ziakopoulos et al
1999). El posicionamiento de los electrodos tanto de registro como de estimulacion se realizo
con la ayuda de un microscopio (MS-5, Leica Microsystems) y una fuente de luz fria (KL-
200, Schott).

(i) Sistema de perfusion

Una vez colocada la rodaja de cerebro de rata sobre la camara de registro, se
perfundio con un flujo constante de ACSF establecido por gravedad a una velocidad de 2
ml/min mediante una bomba peristaltica (Watson-Marlow) y a traves de un sistema de tubos
de plastico (ID 1.4 mm, OD 1.9 mm, Portex) previamente calentados. EI ACSF fue
burbujeado continuamente con gas carbogeno (95 % O, y 5 % CO,). La temperatura final del
medio en la camara de registro fue de 28 °C-32 °C, (oscilacion méaxima en cada experimento
0,5 °C). El nivel de ACSF en la camara se mantuvo constante al retirarse el medio residual
mediante un sistema de succién formado por una aguja conectada a una bomba de vacio

(Charles Austen Pumps).

207



I11. Material y métodos

(ii) Electrodos de estimulacion

Los electrodos bipolares de estimulacion, se elaboraron manualmente con un alambre
trenzado de niquel-cromo (Advent Research Materials, N1653514), que atravesaba un capilar
de borosilicato de 1.5 mm OD, 0,86 mm ID (Harvard Apparatus, 30-0057). Para poder ajustar
la longitud del alambre que sobresale del capilar de vidrio, se utiliz6 la masilla adhesiva Blue

Tack™

(Bostik). Estos electrodos se montaron en los micromanipuladores (M-152, Narishige)
que a su vez se anclaron a la mesa antivibratoria (VM-3046, Newport Spectra-Physics) con la
ayuda de bases magnéticas (GJ8, Narishige,). Se emitieron estimulos de voltaje constante de
0,1 ms de duracion, obtenidos desde una unidad aisladora de estimulo (DS2A-MKk.II,
Digitimer) controlada por ordenador a través del software de adquisicion de datos WinLTP,

v.1.01 (Anderson & Collingridge 2007; Anderson et al 2012).

(iii) Electrodo de registro

Para el registro de sefales, se utilizd un electrodo de registro elaborado con un
capilar de borosilicato de 1.5 mm OD, 0,86 mm ID que se estir6 con la ayuda de un estirador
de pipetas (P-84, Sutter Instruments) cuyas condiciones se ajustaron para obtener electrodos
con una resistencia de entre 3-5 MQ. Posteriormente la pipeta se llend con la misma solucion
extracelular de registro (ACSF) y se conectd al soporte del electrodo (Axon instrument). Este
soporte iba conectado a su vez al cabezal del amplificador (CV203BU, Axon instrument). En
el soporte del electrodo se encontraba un alambre de plata parcialmente clorado (Advent
research material, AG5485) que quedaba en contacto con la solucion extracelular de registro,
proporcionando asi una continuidad eléctrica entre la solucion de registro extracelular y el
cabezal del amplificador. Este cabezal se montd en un micromanipulador motorizado (SM-5,
Luigs & Neumann) que permitié realizar movimientos finos del electrodo de registro en los
tres ejes del espacio. Como electrodo de referencia (de tierra) se uso otro electrodo formado
por un alambre de plata parcialmente clorado conectado a la solucién del bafio mediante un
pellet (Modelo E206, 641310, Harvard apparatus) y al cabezal del amplificador.

(iv) Protocolos de estimulacion

Se aplicd un estimulo unico de forma alterna mediante cada electrodo de

estimulacion a una frecuencia de 0,033 Hz (es decir, un estimulo cada 30 s para cada via: via
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entorrinal y via temporal) por lo cual el tejido se estimulaba alternativamente cada 15 s. Para
obtener una linea base de transmision sindptica antes de inducir la plasticidad sinaptica, se
ajustd la intensidad de la estimulacion alcanzandose registros correspondientes a un 50-60 %
de la respuesta maxima. Tras conseguir esta linea base de al menos 30 min, se llevaron a cabo

los siguientes protocolos:

a) Induccion de una potenciacion a largo plazo (LTP) de la respuesta sinaptica a partir

de dos protocolos distintos de estimulacion de alta frecuencia (HFS):

e HFS-100 Hz: 4 trenes de estimulos de 1 s de duracion a 100 Hz cada
tren, con un intervalo de 30 s entre trenes (Massey et al 2004;
Ziakopoulos et al 1999).

e HFS-20 Hz: 1 tren de estimulos de 1 s de duracion a 20 Hz.

b) Induccidn de la depresion a largo plazo (LTD) de la respuesta sinaptica dependiente
de receptores colinérgicos muscarinicos mediante la administracién durante 10 min de
un agonista colinérgico no selectivo, carbacol (CCh) (abcam, ab141354) a una
concentracion de 50 uM o 20 pM (Massey et al 2001).

c) Induccién de la despotenciacion (reversion de la LTP) de la respuesta sinaptica
mediante un protocolo de estimulacion de baja frecuencia (LFS, 900 estimulos a 1 Hz
durante 15 min) 20 min después de inducir la LTP segln diferentes autores (Massey et
al 2004; Ziakopoulos et al 1999).

Los picos de amplitud de fEPSP obtenidos se midieron durante los 60 min posteriores a la
induccién de la plasticidad sinaptica en cada caso (después de los 2 min de induccion de HFS,
de los 15 min de induccion de LFS o de los 10 min de la aplicacion de CCh). La via en la cual
se indujo la plasticidad sinaptica fue escogida al azar, siendo algunas veces la via entorrinal y
otras la temporal. La LTP, la LTD y la despotenciacion fueron especificas de la via
estimulada no observandose ninguna plasticidad en la via no condicionada (datos no
presentados) tal y como se describe anteriormente (Cho et al 2000b; Massey et al 2004;
Warburton et al 2003; Ziakopoulos et al 1999).
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4.2.1.3 Obtenciéon de datos

Las respuestas alcanzadas se monitorizaron a través de un amplificador AxoPatch
200B (Axon instrument), se amplificaron 500 veces y se filtraron con un filtro de pasa-bajos
con una frecuencia de corte de 5 kHz. Estas sefiales se digitalizaron mediante un conversor
analégico-digital a una frecuencia de muestreo de 10 kHz. El software de adquisicion de datos
Win LTP permite la medida de los picos de amplitud de las respuestas obtenidas

simultaneamente.

4.2.1.4 Analisis estadistico

Los experimentos se analizaron posteriormente con el programa de analisis de datos
WIinLTP 1.01 Reanalysis (Anderson & Collingridge 2007; Anderson et al 2012). Los valores
de los picos de amplitud de los potenciales post-sindpticos de excitacién de campo obtenidos
se calcularon con respecto a los 30 min iniciales de linea base tanto para la via entorrinal
como para la temporal en cada experimento. Los datos se expresaron como media £ SEM vy el

posterior analisis de significancia en el cambio de la plasticidad sinaptica se calcul6 mediante:

Q) Pruebas t de Student desapareadas para comparar grupo-RGS14 versus grupo-
control (datos normalizados).

(i) Prueba t de Student apareadas para comparar linea base versus LTP o LTD
(datos brutos) en cada grupo (RGS y control).

(ili)  Un ANOVA de un factor con medidas repetidas seguido de una prueba post
hoc de Bonferroni para comparar linea base versus LTP versus despotenciacion

en cada grupo.

Todo el tratamiento estadistico mencionado se realizo con el paquete estadistico SigmaStat
3.5 (Jandel Scientific) y aceptandose un nivel de confianza del 95 % y una probabilidad de
error del 5 % (p < 0,05).
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5 Quinto bloque experimental: Analizar las areas cerebrales implicadas

en la potenciacion de la memoria mediada por RGS14

5.1 Disefo experimental

En este apartado se planteo estudiar el efecto potenciador de RGS14 en varias areas
del cerebro que intervienen en el procesamiento de la memoria de objetos como el area V2 'y
las cortezas perirrinal y frontal (apartado 1.2.1.1). Ademas, con el objetivo de estudiar la
posible independencia de cada area en el procesamiento de la memoria, se administré la
inmunotoxina Ox7-SAP para producir una eliminacion selectiva de neuronas en una o varias
areas cerebrales. En la figura 26 se muestra el planteamiento de los experimentos
desarrollados en este bloque.

Produccion de lentivirus
(Lentivirus-RGS14y
lentivirus-vehiculo)

4

Inyeccion de lentivirus-RGS14 o
lentivirus-vehiculo en la corteza
perirrinal, frontal o area V2

| (Cirugia estereotaxica) l

Estudio del efecto de RGS14 en la ORM en Estudio de la implicacion de cada area en
la corteza perirrinal, frontal o V2 el procesamiento de la ORM
(Test de ORM) (Administracion de Ox7-SAP)
Obtencidn de datos | _ Testde ORM
(DI) <

Visualizacion del daifio neuronal

producido
(Tincion con Violeta de Cresilo)

Analisis
estadistico

Figura 26. Esquema del disefio experimental.
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5.1.1 Efecto de RGS14,4 sobre la ORM en las &reas V2, perirrinal y frontal

Se utilizaron 3 grupos de ratas de entre 3-4 meses de edad:

(i) Grupo-V2: Ratas tratadas con lentivirus-RGS14414 (12 ratas) o lentivirus-
vehiculo (12 ratas) en el area V2 de la corteza visual (AP: -4,3, ML: + 2,1, DV:
-1,9).

(i) Grupo-PRh: Ratas tratadas con lentivirus-RGS14,414 (8 ratas) o lentivirus-
vehiculo (12 ratas) en la corteza perirrinal (AP: -4,52, ML: + 6,7, DV: -4,75).

(iii) Grupo-Fr: Ratas tratadas con lentivirus-RGS144;4 (8 ratas) o lentivirus-

vehiculo (11 ratas) en la corteza frontal (AP: + 4,7, ML: £ 2,2, DV: -1).

Todos los grupos de animales realizaron un test de ORM a un tiempo de demora de 24
h (apartado 111.1.2.4).

5.1.2 Estudio de la independencia de las &reas del cerebro implicadas en el

procesamiento de ORM mediado por RGS14

Como se indica en las tablas (tabla 19, tabla 20 y tabla 21), se realizaron
eliminaciones selectivas de neuronas en las areas a estudio mediante la administracion de
Ox7-SAP a una concentracion de 0,9 ug/ul (Advanced Targeting Systems, 1T-02) en ambos
hemisferios (Krum et al 1997; Nolan & Freeman 2005; Traissard et al 2007).

Tabla 19. Distintos tratamientos aplicados al grupo-V2.

Con Ox7 en PRhy Fr n=7 n=8

*En este grupo se utilizaron 44 ratas tratadas con lentiviurs-RGS14,,, y 33 ratas tratadas con
lentivirus-vehiculo con o sin toxina Ox7-SAP.
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Tabla 20. Distintos tratamientos aplicados al grupo-PRh.

Grupo-vehiculo  Grupo-RGS14

Sin toxina n=11 n=7

Con Ox7 en PRh n=10

Con Ox7 en Fr n="7 n=10

Con Ox7 en V2 n="7 n=9

o
]
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Con Ox7en Fry V2 n=7 n=10

*En este grupo se utilizaron 46 Ratas tratadas con lentivirus-RGS14,,, y 32 ratas tratadas con
lentivirus-vehiculo con o sin toxina Ox7-SAP.

Tabla 21. Distintos tratamientos aplicados al grupo-Fr.

Grupo-vehiculo  Grupo-RGS14

Sin toxina n=10 n=9

Con Ox7 en Fr n=10

Con Ox7 en PRh n="7 n=8

Tratamiento

Con Ox7 en V2 n="7 n=8

Con Ox7 en PRhy V2 =7 =8

*En este grupo se utilizaron 43 ratas tratadas con lentivirus-RGS14,4 y 31 ratas tratadas con
lentivirus-vehiculo con o sin toxina OX7-SAP.

Los 3 grupos de animales realizaron el test de ORM (apartado 111.1.2.4) a un tiempo de
demora de 24 h. Posteriormente se visualizé el dafio neuronal producido en cada tratamiento,

utilizando la tincion general de células con violeta de cresilo (apartado 111.5.2.1).

5.2 Metodologia

Nota: La metodologia utilizada en este bloque referente a la produccién e inyeccion de
lentivirus y el test de ORM se describe en los apartados 111.1.2.1, 111.1.2.2 y 111.1.2.4.

5.2.1 Tincidén general de células con violeta de cresilo

Previo al desarrollo de esta tincion (apendice 4 (c,d y e)), los cortes se montaron
sobre portaobjetos gelatinizados (apéndice 4.b) y se dejaron durante una noche en la estufa a
37 °C para su completa adhesion. Posteriormente, los tejidos se hidrataron primero con PBS

0,1 M, durante 30 min y luego con agua destilada (30 min). A continuacion, se sumergieron
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en la solucion de violeta de cresilo al 1 % (Sigma-Aldrich; C5042) durante 15 min. Para
eliminar el exceso de colorante se lavaron 2 min en agua destilada y se procedié a su
deshidratacion segun la siguiente secuencia: 10 segundos en etanol de 70° y 1 min en etanol
de 96° con acido acético glacial al 10 %. A continuacion, se sumergieron durante 4 min en
etanol absoluto y 10 min en xileno. Por altimo, se montaron los cortes con DPX (Merck,

1.00579). Las secciones se analizaron en el microscopio DM IRE2 de Leica.
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IV. Resultados

1  Recuperacion de la pérdida de memoria mediante estimulacion por la

proteina RGS14 en el area V2

El efecto potenciador de la proteina RGS14 (Lopez-Aranda et al 2009) se estudio en
dos modelos diferentes de roedores que presentan déficit en la memoria de reconocimiento de
objetos: un modelo de rata envejecida y un modelo de raton transgénico para la enfermedad

de Alzheimer.

1.1 Estudio en el envejecimiento

En la figura 27 se representan los valores de indices de discriminacion (DI) (apartado
111.1.2.4.3) obtenidos en los distintos grupos experimentales (control sin inyeccién, vehiculo y
RGS14). El grupo de ratas control sin inyeccion a los 3 meses de edad fue capaz de retener la
informacién de un objeto al que habian sido expuestas tras un tiempo de demora de 45 min
(0,719 = 0,017) pero no después de 24 h. (0,50 £ 0,054); (ANOVA de un factor seguido de
una prueba post hoc de Tukey, p = 0,002). Sin embargo, al alcanzar los 18 meses de edad,
estas ratas perdieron la capacidad de recordar a los 45 min (0,507 £ 0,034, 45 min a 18 meses
versus 0,719 £ 0,017, 45 min a 3 meses; ANOVA de un factor seguido de una prueba post hoc
de Tukey, p < 0,001).

Una vez sometidos estos mismos animales al tratamiento con el gen de RGS14,14 €en el area
V2 (grupo-RGS14), la pérdida de memoria observada tras un tiempo de demora de 45 min se
revirtio (0,75 £ 0,022; grupo-RGS14 a 45 min con 20 meses, 0,507 + 0,034; grupo-control sin
inyeccion a 45 min con 18 meses; prueba t de Student desapareada, p < 0,001). Ademas de
esta recuperacion de la ORM a los 45 min, estos animales fueron capaces de recordar después
de 24 h (0,727 + 0,024; grupo-RGS14 con 20 meses, 0,507 £ 0,054; grupo-control sin
inyeccion con 3 meses; prueba t de Student, p = 0,003). Este efecto se conservoé incluso hasta
los 24 meses de edad (0,721 + 0,038), edad hasta la cual los animales eran capaces de realizar
un test de ORM. Por el contrario el tratamiento con lentivirus-vehiculo (grupo-vehiculo), no
produjo una recuperacion de la pérdida de la ORM a los 20 meses de edad a diferencia del
grupo-RGS14 (0,49 + 0,035, para 45 min y 0,501 + 0,028, para 24 h) y como era de esperar,
tampoco a los 24 meses de edad tras 24 h (0,496 + 0,041).
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Figura 27. Recuperacion de la pérdida de memoria episddica en ratas envejecidas. Al ser expuestas a un
objeto durante 3 min, ratas control (sin tratamiento) de 3 meses de edad eran capaces de retener la informacion
del objeto después de 45 min pero no tras 24 h. Sin embargo, al alcanzar los 18 meses de edad, estas ratas
perdian esta capacidad de recordar después de 45 min. Un tratamiento localizado con el gen RGS14,,,en el area
V2 en este modelo de déficit de memoria (18 meses de edad), dio lugar a la recuperacion de la pérdida de la
ORM (demora 45 min, 20 meses). Ademas, este tratamiento produjo un aumento de la memoria, detectable
incluso tras 24 h (demora 24 h, 20 meses) y este efecto persistié hasta los 24 meses de edad (demora 24 h). (n)
indica el numero de ratas utilizadas en cada condicion. % muestra diferencias significativas intra-grupos y
4 muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05)

1.2 Estudio en la enfermedad de Alzheimer

En la figura 28 se observa como a los 2 meses de edad, tanto el modelo de raton para
AD (grupo-AD) como el grupo wild type control (grupo WT) mostraron una retencion de la
informacién de objetos similar (0,754 £+ 0,025 y 0,768 * 0,039 respectivamente, prueba t de
Student desapareada, p = 0,795), mientras que a los 4 meses de edad los ratones AD
presentaron un déficit de la memoria (0,560 + 0,021) en comparacién con el grupo-WT (0,795
+ 0,030) mostrando diferencias significativas entre los dos grupos (prueba t de Student
desapareada, p < 0,001). Al igual que en el modelo de envejecimiento, el tratamiento con el
gen RGS14 de estos ratones AD a los 5 meses de edad (grupo-AD + RGS14) produjo una
recuperacion de la memoria (7 meses, 0,773 + 0,026, grupo-AD+RGS14 vs 0,543 + 0,041
grupo-AD, ANOVA de un factor seguido de una prueba post hoc de Tukey, p < 0,001 ), la
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cual se mantuvo incluso hasta los 10 meses de edad (0,698 + 0,037, grupo-AD+RGS14 vs
0,523 £ 0,067 grupo-AD, ANOVA de un factor seguido de una prueba post hoc de Tukey, p
=0,0048) alcanzando el nivel de ORM del grupo-WT (0,726 + 0,047, para 7 meses y 0,793 £
0,033, para 10 meses). Sin embargo, el tratamiento con vehiculo (grupo-AD + vehiculo) no
revirtié el déficit de memoria presentado (0,542 + 0,026, para 7 meses y 0,534 + 0,045, para
10 meses) como ocurre en el grupo-AD (0,543 + 0,041, para 7 meses y 0,523 + 0,067, para 10

meses).
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Figura 28. Recuperacion de la pérdida de la ORM en un modelo de ratén con enfermedad de Alzheimer.
Al igual que los ratones Wild type control, los ratones AD a los 2 meses de edad mostraban una ORM normal,
sin embargo al alcanzar los 4 meses de edad estos ratones mostraban un déficit de la ORM a diferencia del grupo
Wild type control. Un tratamiento localizado con el gen RGS14,,, en el area V2 en este modelo con déficit de
memoria (AD, 4 meses) dio lugar a una recuperacion de la ORM, la cual se mantenia incluso hasta los 10 meses
de edad (7 y 10 meses). (n) indica el nimero de ratones utilizados en cada condicion 4 muestra diferencias
significativas intergrupos (p < 0,05). AD: enfermedad de Alzheimer.

2  Mecanismo de la accién potenciadora de la proteina RGS14

Para determinar el posible mecanismo de accion de la proteina RGS14 sobre el
procesamiento de la ORM, se emplearon distintos farmacos antagonistas o inhibidores (tabla
11, apartado 111.2). Estos farmacos se administraron en ratas tratadas con el gen RGS14 a las

que se les evalué la ORM.
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2.1 Implicacién de los receptores AMPA/Kainato

En una primera fase se confirmo el efecto potenciador de RGS14 sobre la ORM tras
realizar el test de ORM con un tiempo de demora de 24 h en animales de 3 meses de edad
(0,696 + 0,020, grupo-RGS14 vs 0,522 + 0,020, grupo-vehiculo, prueba t de Student
desapareada, p = 0,002). Sin embargo como se muestra en la figura 29, y tras realizar
ANOVA de un factor seguido de una prueba post hoc de Bonferroni, se confirm6 que este
aumento de memoria se revertid mediante la administracion de CNQX (antagonista de los
receptores AMPA/Kainato) (0,475 £+ 0,067, p < 0,001), KN62 (inhibidor de la proteina
quinasa Il dependiente de Ca / Calmodulina (CaMKII)) (0,567 + 0,027, p=0,002) o TIQ-A
(inhibidor de la Poly[ADP]-Ribosa polimerasa 1 (PARP-1) responsable de la ribosilacion)
(0,498 + 0,031, p < 0,001).
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Figura 29. Los receptores AMPA/Kaintato, CaMKII y PARP-1 estan involucrados en la ORM mediada
por RGS14. La administracién de CNQX, KN62 o TIQ-A revirtié el efecto del aumento de memoria producido
por el tratamiento con el gen RGS14,,, sin embargo, la administracién de AP5, Ly367385, U0126 y ZIP no
presentd ningln efecto. (n) indica el nimero de ratas en cada condicién. % muestra diferencias significativas
intra-grupos y # muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05).
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Por el contrario, la administracion de DL-AP5 (antagonista de los receptores NMDA) (0,736
+ 0,025, p = 1), LY367385 (antagonista del receptor metabotrépico de glutamato mGluR1a)
(0,685 + 0,025, p = 1), U0126 (inhibidor de la MAP quinasa quinasa (MKK)) (0,711 + 0,020,
p = 1) y ZIP (inhibidor de la proteina quinasa Mzeta (PKM(), 0,782 + 0,025, p = 0,832) no

presentd ningun efecto (figura 29).

2.2 Expresion dinamica de los receptores AMPA en animales-RGS

Ante la posible implicacion de los receptores AMPA en el efecto de la proteina
RGS14 en la potenciacion de la ORM, puesta de manifiesto tras la administracion del
antagonista CNQX, se realizo el analisis génico de la familia de receptores AMPA GIuR1-4 'y

el posterior andlisis proteico de la subunidad GIuR2.

2.2.1 Aumento en la expresion génica de GIuR2 y GIluR4.

La figura 30 muestra los resultados obtenidos tras el desarrollo del anlisis génico de
los receptores AMPA llevado a cabo mediante qRT-PCR, observandose un aumento
significativo tanto en los niveles de mRNA del gen GIuR2 (66,3 + 6,250 %; t de Student
apareada p = 0,006) como del gen GIuR4 (23,3 + 3,1 %; t de Student apareada p < 0,001),
aunque en este Ultimo caso los cambios fueron menores. Sin embargo el tratamiento con
RGS14 en el area V2 no produjo cambios significativos de los genes GIuR1 (10,0 + 5,6 %); t
de Student apareada p = 0,163) y GIuR3 (-3,7 + 1,8 %; t de Student apareada p = 0,189).

80 -~

o 70 - ¢ Figura 30. El tratamiento con el
=] gen RGS1444 conlleva un
% 60 - aumento en la expresion de
4 MRNA de los genes GIuR2 y
= 50 1 GluR4 en el é&rea V2. El
S tratamiento con el gen RGS14,,
o< 40 1 produjo un aumento significativo
2Z 30 ¢ en los niveles de MRNA del gen
E GIuR2 (= 65 %) y del gen GIuR4
8 20 A (= 24 %). No obstante no se
° observaron diferencias en el caso
o 10 1 de los genes GIuR1 y GIuR3. (n)
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2.2.2 Patrdn de expresion proteica de GIuR2 durante el procesamiento de la memoria

de objetos.

La figura 31.A muestra la representacion esquematica del disefio experimental para
el estudio de la accion dindmica de la proteina GIuR2. En la figura 31.B se presenta un
ejemplo de un experimento de Western blot donde se observa la expresion de las proteinas
GIluR2 y GAPDH (control de carga) tras 20, 40, 60 min y 24 h desde la exposicion a un

objeto.
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Figura 31. Accién dinamica de la proteina GIuR2 durante el procesamiento de la ORM. (A)
Representacion esquematica del disefio experimental mostrando los diferentes momentos de extraccion del &rea
V2 para la realizacion de los experimentos de Western blot. (B) Un ejemplo de los resultados observados en
Western blot donde se muestra la expresion de las proteinas GIuR2 y GAPDH (control de carga) tras 20, 40, 60
min y 24 h desde la exposicién a los objetos (C) Resumen de los resultados obtenidos por Western blot donde se
muestra que el tratamiento con el gen RGS14,414 causd una disminucion significativa en los niveles de la proteina
GIuR2 tras 20 min desde la exposicion a los objetos asi como un incremento significativo tras 60 miny 24 h. (n)
indica el nimero de ratas utilizadas en cada condicion. ¢ muestra diferencias significativas intergrupos. (p <
0,05).
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La figura 31.C muestra la expresion de la proteina GIuR2 durante el procesamiento de la
ORM en animales-RGS, observandose, una disminucion significativa tras 20 min (-19,6 £ 2,9
%; t de Student apareada p = 0,036) asi como un incremento significativo a partir de 60 min
(112,3 £ 2,9 %; t de Student apareada p = 0,013) y tras 24 h (84,1 + 21,4 %; t de Student
apareada p = 0,025). Por el contrario, no se obtuvieron diferencias significativas a los 40 min
(13,4 £ 6,7 %; t de Student apareada p = 0,114).

2.3 Correlacion entre ORM y la plasticidad sinaptica en la corteza perirrinal

Tras la demostracion del efecto potenciador de RGS14 sobre la memoria episddica
en el area V2, se plante6 confirmar dicho efecto en la corteza perirrinal, una de las &reas
cerebrales mas estudiadas para delinear los correlatos electrofisiol6gicos del procesamiento de
ORM (Brown & Aggleton 2001; Kim et al 2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013;
Ranganath & Ritchey 2012; Warburton & Brown 2010; Watson & Lee 2013), con el objetivo
de estudiar la correlacion entre el efecto de RGS14 observado en los estudios
comportamentales de la memoria y la plasticidad sinaptica hebiana.

2.3.1 Aumento en la ORM mediado por RGS14,y4 en la corteza perirrinal

Para ello se realiz6 el test de ORM con un tiempo de demora de 24 h (apartado
111.1.2.4) en ratas de 3 meses de edad a las que se les administrd lentivirus-RGS14 o

lentivirus-vehiculo en la corteza perirrinal.
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0,7 Figura 32 El tratamiento con el gen RGS14,, en la
5 corteza perirrinal de ratas produce un aumento de
S 06 la ORM, al igual que se observd anteriormente en el
e area V2. Mediante la realizacion de un test de ORM, se
‘€ 05 1+ muestra que el grupo de animales tratados con vehiculo
S fue incapaz de reconocer un objeto tras 24 h desde la
% 0,4 T exposicion, sin embargo el grupo de ratas tratadas con
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Como muestran los valores de DI en la figura 32, a diferencia del grupo de animales vehiculo
(0,531 + 0,018), el grupo-RGS14 fue capaz de retener la informacién de objetos (0,763 +
0,010; prueba t de Student desapareada, p < 0,001).

2.3.2 Estudio de la plasticidad sinaptica

Una vez comprobado el efecto potenciador de RGS14 sobre la ORM en la corteza
perirrinal, se propuso estudiar si el tratamiento con el gen RGS14 producia cambios en la
plasticidad sindptica hebiana, realizando registros extracelulares in vitro de potenciales de
campo en rodajas de cerebro de rata que contenian la corteza perirrinal y empleando para ello
diferentes protocolos de estimulacion para la induccion de: (i) potenciacion a largo plazo
(LTP), (ii) depresion a largo plazo (LTD) dependiente de receptores colinérgicos

muscarinicos y por ultimo (iii) despotenciacion.

2.3.2.1 Efecto de RGS14414 sobre la LTP inducida por estimulaciéon de alta frecuencia
(HFS)

En la figura 33 se representan los valores normalizados de la amplitud del fEPSP
como media £+ SEM (apartado 111.4.2.1.3) obtenidos al inducir una LTP en la corteza
perirrinal mediante dos protocolos distintos de estimulacién de alta frecuencia (HFS): (i) 4
trenes de estimulos de 1 s de duracion a 100 Hz con un periodo de 30 s entre cada tren (figura
33.A) vy (ii) un tren de estimulos de 1 s de duracion a 20 Hz (figura 33.B).

Una prueba t de Student apareada comparando la linea base con respecto a la LTP producida
muestra cdmo se origind una LTP inducida por HFS a 100 Hz tanto en el grupo-control (p <
0,001) como en el grupo-RGS14 (p = 0,003), tal y como se puede observar en los registros
extracelulares in vitro de potenciales de campo obtenidos (figura 33.A). Sin embargo, en el
grupo-RGS14 no se origind una LTP inducida por HFS a 20 Hz (p = 0,764) a diferencia del
grupo-control, donde si se produjo (p = 0,024) (figura 33.B).
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Figura 33. Alteracion en la LTP inducida por 20 Hz pero no por 100 Hz en la corteza perirrinal de ratas-
RGS. (A) Los registros extracelulares in vitro de potenciales de campo muestran que no existen diferencias en la
magnitud de la LTP inducida por HFS a 100 Hz (4 trenes de 1 s de duracidn; indicado con una flecha) entre el
grupo tratado con RGS14 (n = 6, p = 0,003) y el grupo-control no tratado (n =5, p < 0,001). (B) Sin embargo, la
LTP inducida por HFS a 20 Hz (1 tren de 1 s de duracién; indicado con una flecha) dio lugar a una caida en el
mantenimiento de la LTP en el grupo-RGS14 (n = 6, p = 0,764) a diferencia del grupo-control (n = 6, p = 0,024).
Los trazos que se muestran encima de las graficas A y B representan fEPSPs tomados en los puntos de tiempo
indicados con 1y 2. Cada trazo representa la media de cuatro fEPSPs y el artefacto del estimulo se eliminé para
la presentacion. El nimero de ratas (n) se indica en la leyenda.
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2.3.2.2 Efecto de RGS14 sobre la LTD inducida por estimulacion del sistema

colinérgico muscarinico

Los valores normalizados de la amplitud del fEPSP, representados en la figura 34
como media = SEM (apartado 111.4.2.1.3), se obtuvieron tras inducir una LTD en la corteza
perirrinal dependiente de receptores colinérgicos muscarinicos con la aplicacion durante 10
min de carbacol (agonista del sistema colinérgico muscarinico) a dos concentraciones
distintas: (i) 50 uM (figura 34.A) y (ii) 20 uM (figura 34.B).

Los registros extracelulares in vitro de potenciales de campo (figura 34) muestran que se
produjo una LTD inducida por 50 uM de carbacol tanto en el grupo-control (prueba t de
Student apareada, p < 0,001) como en el grupo-RGS14 (prueba t de Student apareada, p =
0,004) siendo esta LTD similar en ambos grupos. Sin embargo, al igual que ocurria en el caso
de la LTP, al provocar una estimulacion menor, no se origindé una LTD inducida por 20 uM
de carbacol en el caso del grupo-RGS14 (prueba t de Student apareada, p = 0,056) a diferencia
del grupo-control donde si se produjo (prueba t de Student apareada, p = 0,006).
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Figura 34. Alteracion de la LTD inducida por la aplicacién de carbacol a 20 pM y no 50 pM en la corteza
perirrinal de ratas-RGS. (A) Los registros extracelulares in vitro de potenciales de campo muestran que la
aplicacion de carbacol (CCh) a una concentraciéon de 50 uM durante 10 min (indicada con una barra gruesa
negra) produjo una fuerte depresion seguida de una LTD en el grupo-RGS14 (n = 3, p = 0,004) al igual que en el
grupo-control (n = 3, p < 0,001). (B) Sin embargo, al utilizarlo a una concentraciéon de 20 uM durante 10 min
(indicada con una barra gruesa negra), se observé una caida en el mantenimiento de la LTD en el grupo-RGS14
(n =5, p = 0,056) a diferencia del grupo-control (n = 6, p = 0,006).Los trazos que se muestran encima de las
graficas A y B representan fEPSPs tomados en los puntos de tiempo indicados con 1 y 2. Cada trazo representa
la media de cuatro fEPSPs y el artefacto del estimulo se eliminé para la presentacion. EI namero de ratas (n) se
indica en la leyenda.
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2.3.2.3 Efecto de RGS14 en la produccion de despotenciacion inducida por

estimulacion de baja frecuencia (LFS)

En la figura 35 se representan los registros extracelulares in vitro de potenciales de
campo obtenidos tras inducir una despotenciacion en la corteza perirrinal mediante un
protocolo de estimulacion de baja frecuencia (LFS) (900 estimulos a 1 Hz durante 15 min) 20
min después de inducir la LTP (HFS, 4 trenes de 1 s de duracion a 100 Hz con un periodo de

30 s entre cada tren).

Un ANOVA de un factor con medidas repetidas seguido de una prueba post hoc de
Bonferroni, que contrasta la linea base frente la LTP o la despotenciacion en cada uno de los
grupos, muestra que tal y como era de esperar, se produjo una LTP en ambos grupos (p <
0,001); mientras que la despotenciacién inducida a 1 Hz no se origino en el grupo-RGS14 (p
= 0,565), a diferencia del grupo-control (p = 0,002) donde si se produjo. Una prueba t de
Student desapareada confirmé que efectivamente existian diferencias significativas en la

despotenciacion entre el grupo-control y el grupo-RGS14 (p = 0,034).
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Figura 35. Fallo en la produccién de despotenciacion en la corteza perirrinal de ratas-RGS. Los registros
extracelulares in vitro de potenciales de campo muestran cdmo después de inducir la LTP (4 trenes de 1 s de
duracién a 100 Hz, indicado con una flecha), se produjo la despotenciacion mediante la aplicacién de una
estimulacién a 1 Hz durante 15 min (indicada con una barra gruesa negra). Esta despotenciacion no se originé en
el caso de las ratas tratadas con RGS (n = 8, p = 0,565). Los trazos que se muestran encima de la grafica
representan fEPSPs tomados en los puntos de tiempo indicados con 1, 2 y 3. Cada trazo representa la media de
cuatro fEPSPs y el artefacto del estimulo se elimind para la presentacion. EI nimero de ratas (n) se indica en la
leyenda.

228



IV. Resultados

2.3.2.4 Resumen del efecto de RGS14 sobre la plasticidad hebiana en corteza perirrinal
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En la figura 36 se muestra un resumen de la plasticidad sinaptica (LTP, LTD dependiente de
receptores colinérgicos muscarinicos y despotenciacion) en la corteza perirrinal tanto en el
grupo-RGS14, como en el grupo-control. Se representan los porcentajes de cambio de los
valores normalizados de la amplitud del fEPSP (A fEPSPno) de los grupos RGS14 y control

con respecto a la linea base, en el caso de la induccion de LTP y LTD (figura 36.A), o con
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respecto al LTP, en el caso de la induccién de la despotenciacion (figura 36.B). Estos

porcentajes de cambio se calcularon de la siguiente manera:

A fEPSIDnor(control 6 RGS14) (LTP’ LTD, Desp.) _AfEPSPnor(controlé RGS14) (Iinea base 6 LTP)
x 100

ATEPSP o (control 6 RGS14) (linea base 6 LTP)

En la figura 36.A se observa como altos niveles de estimulacion (HFS a 100 Hz y la
aplicacion de carbacol a 50 uM) dieron lugar a LTP y LTD respectivamente tanto en el grupo-
RGS14 (LTP, 26,271 £ 4,925 % y LTD, -19,022 + 5,276 %) como en el grupo-control (LTP,
29,780 + 1,451 % y LTD, -23,545 + 2,242 %); sin embargo, bajos niveles de estimulacion
(HFS a 20 Hz y la aplicacion de carbacol a 20 uM) no produjeron ni LTP ni LTD en el grupo-
RGS14 (LTP, -0,697 £ 2,008 % y LTD, -7,012 + 2,785 %), a diferencia del grupo-control
donde si se originaron (LTP, 8,906 + 3,027 % y LTD, -16,221 £ 2,92 %). Por otro lado, la
figura 36.B muestra como la aplicacion de LFS a 1 Hz durante 15 min en secciones de rata
donde se habia inducido la LTP, no dio lugar a una despotenciacion en el caso del grupo-
RGS14 (-2,868 + 4,298 %) a diferencia del grupo-control (-15,769 + 3,570 %) donde si se

produjo.

3 Areas independientes del cerebro implicadas en el procesamiento de la

memoria de reconocimiento de objetos

Se conoce que, ademéas del area V2 y la corteza perirrinal, la corteza frontal
desempefia un papel en el procesamiento de la memoria de objetos (Banks et al 2012; Swick
& Knight 1999; Warburton & Brown 2010). Por lo tanto, se propuso estudiar la interrelacion
entre estas 3 areas y se planted demostrar tanto su implicacién en la mejora del procesamiento
de la ORM en ratas tratadas con RGS14 (utilizando como herramienta el test de ORM) como

su posible independencia en dicho proceso.

3.1 Efecto potenciador de RGS14 sobre la ORM en las areas V2, perirrinal y
frontal

Como muestra la figura 37, a diferencia de sus respectivos grupos-vehiculo, los
grupos de ratas-RGS14 tratadas en las areas V2, perirrinal y frontal fueron capaces de retener
la informacion de objetos tras un tiempo de demora de 24 h, confirmandose el efecto
potenciador de RGS14 sobre la ORM demostrado anteriormente.
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Figura 37. El tratamiento con el gen RGS14,44¢en el &rea V2 y las cortezas perirrinal y frontal produce un
aumento de la ORM. (A) Representacién esquematica de una vista lateral de un cerebro de rata donde se
muestran los sitios de inyeccién: corteza perirrinal (PRh), corteza frontal (Fr) y el area V2 (V2). (B) El
tratamiento con el gen RGS14,4,, tanto en el area V2, PRh o Fr, produjo un aumento notable en la ORM. Este
aumento de memoria fue similar a lo observado anteriormente en el area V2. Las jeringas representadas en el
esquema en la parte superior de la grafica B, indican los lugares tratados con el gen RGS14 o vehiculo y los
resultados correspondientes se muestran justo debajo en el grafico de barras. (n) nimero de ratas utilizadas en
cada situacion. 4 muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05).
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Mediante un analisis estadistico con una prueba de t de Student desapareada se observaron
diferencias significativas entre el grupo-RGS14 y el grupo-control tanto en el caso del
tratamiento en el area V2 (0,696 + 0,020, grupo-RGS14 vs 0,515 + 0,025, grupo- vehiculo; p
< 0,001), como en las cortezas perirrinal (0,763 + 0,012, grupo-RGS14 vs 0,531 + 0,018,
grupo-vehiculo; p < 0,001) y frontal (0,745 + 0,048, grupo-RGS14 vs 0,454 + 0,043, grupo-
vehiculo; p < 0,001).

3.2 Dominios cerebrales independientes en el procesamiento de la ORM
Tras la determinacion de la implicacion de las areas V2, perirrinal y frontal en el

procesamiento de la ORM en animales RGS, se plante6 comprobar la hipdtesis de la
implicacion de estas areas de forma independiente en el procesamiento de la ORM. En este
estudio se utilizd la inmunotoxina Ox7-SAP como herramienta para eliminar las neuronas

selectivamente en las areas de interés (figura 38).
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Figura 38. Lesion selectiva en el area V2 y las cortezas
frontal y perirrinal mediante Ox7-SAP. (A). Secciones
tefiidas mediante violeta de cresilo que muestran las lesiones
(indicadas con asterisco) producidas mediante la inyeccion
de la inmunotoxina Ox7-SAP en el area V2 (V2, seccién
sagital) y en las cortezas frontal (Fr, seccion sagital) y
perirrinal (PRh, seccion coronal). Las barras simbolizan
1000 um. (B). Representacion esquematica de secciones
seriadas sagitales (arriba) y coronales (abajo) indicando el
area de lesion en marron. Se muestra unicamente la lesion en
el hemisferio izquierdo por simplificacion del esquema.
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3.2.1 Independencia del &rea V2 en la ORM

En la figura 39 se observan los resultados de las pruebas de ORM tras un tiempo de
demora de 24 h, en ratas tratadas con el gen RGS14 o vehiculo en el area V2 y tras la
eliminacién de las neuronas en las areas de interés, V2, perirrinal y/o frontal, con Ox7-SAP.
Después de confirmar el efecto potenciador de RGS14 en el area V2 (grupo-RGS14 0,696 +
0,020 vs grupo-vehiculo 0,510 + 0,024; prueba t de Student desapareada, p < 0,001), la
eliminacion de las neuronas del area V2 mediante el tratamiento con Ox7-SAP, abolio este
efecto (0,517 = 0,026, p < 0,001).

O Vehiculoen V2 M RGS14en V2

nd g ad ad ad

Fr Fr Fr Fr Fr

PRh PRh PRh PRh PRh

Indice de discriminacion

Figura 39. El aumento de la ORM mediante el tratamiento con el gen RGS14,4, en el area V2 es
independiente de las cortezas perirrinal y frontal. La eliminacion selectiva de las neuronas del area V2
mediante el tratamiento con OX7 revirtié totalmente el aumento de la ORM producido tras la activacion de las
neuronas de dicha area (Barras “Sin Ox7 y Ox7 en V2”. Este aumento de memoria tras el tratamiento con el gen
RGS1444 en el area V2, no se vio afectado cuando Ox7 se aplic6 en la corteza perirrinal (PRh) y/o la corteza
frontal (Fr). Las jeringas que se muestran en el esquema de la parte superior de la grafica indican los sitios del
tratamiento con el gen RGS14 o vehiculo y las cruces indican los sitios del tratamiento con Ox7 en cada caso.
Los resultados correspondientes a la aplicacion de los tratamientos se exponen justo por debajo de ellos en el
gréfico de barras. (n) nimero de animales en cada situacion. s muestra diferencias significativas intra-grupos y
4 muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05).
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Por el contrario, la eliminacion de las neuronas de la corteza frontal (0,702 + 0,026) o
perirrinal (0,668 + 0,033), asi como las de ambas (0,715 + 0,016), no afectd al efecto
potenciador de RGS14 en el area V2 sobre la ORM (p < 0,05) con respecto a sus grupos
vehiculo (Ox7-Fr 0,478 + 0,055; Ox7-PRh 0,499 + 0,053; Ox7-PRh y Fr 0,495 + 0,051).

3.2.2 Independencia de la corteza perirrinal en la ORM

Al igual que en el area V2, después de confirmar el efecto potenciador de RGS14 en
la corteza perirrinal (grupo-RGS14 0,760 + 0,011 vs grupo-vehiculo 0,531 + 0,018; prueba t
de Student desapareada, p < 0,001), la eliminacion selectiva de las neuronas de esta area con
la administracion de Ox7-SAP abolid el efecto (0,480 + 0,025, p < 0,001) (figura 40).

O Vehiculoen PRh B RGS14 en PRh
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Figura 40. El aumento de la ORM mediante el tratamiento con el gen RGS144,¢en la corteza perirrinal es
independiente del &rea V2 y la corteza frontal. Al igual que lo ocurrido en el area V2, el tratamiento con Ox7
revirtié totalmente el aumento de la ORM producido mediante el tratamiento con el gen RGS14,,, en la corteza
perirrinal. Sin embargo, el tratamiento con Ox7 no mostrd ningun efecto cuando este se administro en el area V2
(V2) ylo la corteza frontal (Fr). Las jeringas que se muestran en el esquema en la parte superior de la gréfica
indican los sitios del tratamiento con el gen RGS14 o vehiculo y las cruces indican los sitios del tratamiento con
Ox7 en cada caso. Los resultados correspondientes a la aplicacion de los tratamientos se exponen justo por
debajo de ellos en el grafico de barras. (n) nimero de animales en cada situacién. % muestra diferencias
significativas intra-grupos y 4 muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05).
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Sin embargo, en las ratas donde se elimino el area V2 (0,728 £ 0,051), corteza frontal (0,682
+ 0,045) y ambas éareas (0,708 + 0,028), se mantuvo el efecto potenciador de RGS14,
mostrando diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a sus grupos vehiculo (Ox7-Fr
0,498 + 0,058; Ox7-V2 0,515 + 0,046; Ox7-Fry V2 0,483 + 0,054).

3.2.3 Independencia de la corteza frontal en la ORM

Una vez confirmado el efecto potenciador del tratamiento con el gen RGS14 en la
corteza frontal (grupo-RGS14 0,745 + 0,048 vs grupo-vehiculo 0,450 + 0,040; p < 0,001), la
eliminacién selectiva de las neuronas de la corteza frontal implicadas en el aumento de la
ORM mediante Ox7-SAP también neutraliz6 el efecto potenciador (0,479 + 0,022, p < 0,001)
(figura 41).
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Figura 41. El aumento de la ORM mediante el tratamiento con el gen RGS14,,, en la corteza frontal es
independiente del area V2 y la corteza perirrinal. El aumento de la ORM asociado al tratamiento con el gen
RGS14,,, en la corteza frontal se revertié totalmente al administrar Ox7 en la misma area. Sin embargo, el
tratamiento con Ox7 no mostré ningln efecto en el aumento de la ORM cuando este se administr6 en el area V2
(V2) y/o la corteza perirrinal (PRh). ). Las jeringas que se muestran en el esquema en la parte superior de la
gréafica indican los sitios del tratamiento con el gen RGS14 o vehiculo y las cruces indican los sitios del
tratamiento con Ox7 en cada caso. Los resultados correspondientes a la aplicacion de los tratamientos se
exponen justo por debajo de ellos en el grafico de barras. (n) nimero de animales en cada situacién. % muestra
diferencias significativas intra-grupos y 4 muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05).
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Por el contrario, la supresion de la accion de las neuronas de la corteza perirrinal (0,693 +
0,020), el area V2 (0,710 + 0,038) o ambas areas (0,731 + 0,061) no afecto la retencion de la
informacion, existiendo diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a sus grupos
vehiculo (Ox7-PRh: 0,530 + 0,035; Ox7-V2: 0,507 + 0,048; Ox7-PRh y V2: 0,520 + 0,055).
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V. Discusion

Hasta el momento, la continua bdsqueda de un tratamiento frente a la pérdida de
memoria en muchas enfermedades neurodegenerativas no ha tenido éxito, y se espera que la
poblacién envejecida (de mas de 65 afios de edad) alcance alrededor del 35 % de la poblacion
total en 2-3 decadas en los paises desarrollados. Existe una necesidad cada vez mayor de
encontrar un tratamiento efectivo frente a estas enfermedades mentales para frenar la inmensa
carga econémica y social prevista que estan por venir. Sin embargo, el enorme progreso que
se ha producido durante las Gltimas décadas para elucidar los mecanismos implicados en la
formacion de las memorias a largo plazo ha proporcionado un gran conocimiento sobre como
la memoria podria potenciarse (consultar Lee & Silva 2009; Stern & Alberini 2013). Por
tanto, en el estudio de la potenciacion de la memoria reside la clave para el desarrollo de
estrategias encaminadas al tratamiento del deterioro de la memoria y la cognicién. Con el
objetivo de encontrar un tratamiento eficaz, nuestro laboratorio descubri6é un potenciador de la
memoria llamado RGS14,14. La sobreexpresion de la proteina RGS14414 €n el &rea V2 de la
corteza visual secundaria promovid la conversion de la ORM a corto plazo, la cual persistia
hasta los 45 min, en una memoria a largo plazo que podia trazarse incluso tras varios meses
(Lopez-Aranda et al 2009). Ademas, este tratamiento triplicd la capacidad de retener la
informacion de varios objetos en la memoria y el efecto tras un tratamiento Unico con
RGS14414 persistié a lo largo de toda la vida de las ratas (Navarro-Lobato 2015). Por tanto
nos propusimos evaluar el efecto potenciador del tratamiento con el gen RGS14414 en la
recuperacion de la pérdida de la memoria en modelos de roedores con la idea de validar el
potencial de la terapia con el gen RGS14,y, frente a la pérdida de la memoria. Ademas, nos
planteamos elucidar las distintas causas implicadas en la potenciacion de la memoria mediada
por RGS.

1 Recuperacion de la pérdida de una memoria episodica en

envejecimiento y AD

Considerando que la perdida de memoria episddica esta principalmente afectada en
el envejecimiento y en una gran variedad de enfermedades cerebrales, y que la ORM es uno
de los ejemplos de memoria episddica mas estudiados, decidimos trabajar con la ORM como
indicador de memoria episodica. Para demostrar el efecto de RGS1444 en la recuperacion de
la péerdida de la ORM, empleamos dos modelos que manifestaban déficit de memoria:

envejecimiento normal y AD, en los cuales el deterioro de memoria episédica ha sido
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ampliamente demostrado (Didic et al 2011; Drag & Bieliauskas 2010; Dubois et al 2007,
Gallagher & Koh 2011; Kitazawa et al 2012; Nyberg et al 2012; Salmon 2012; Shing et al
2010). Observamos como ratas controles con 3 meses de edad eran capaces de retener la
informacidn de objetos tras 45 min. Sin embargo estas mismas ratas, al alcanzar los 18 meses,
fueron incapaces de recordar la misma informacion. Al tratar las ratas de 18 meses con déficit
de memoria con el gen RGS14414, Se produjo una completa recuperacion de la pérdida de la
ORM en los mismos. Por otro lado, ratones de dos meses transgénicos AD mostraron un nivel
normal de ORM el cual era similar al de los ratones wild type control, sin embargo a los 4
meses estos ratones mostraron un déficit de ORM. Al igual que lo que ocurria en el caso de
las ratas envejecidas, el tratamiento con el gen RGS14414 de estos ratones deficientes de

memoria dio lugar a la recuperacion de la pérdida de ORM.

Por tanto estos resultados en ratas envejecidas y ratones-AD muestran que el tratamiento con
el gen RGS14414 en el area V2, no solo es suficiente para recuperar la pérdida de ORM en
ratas envejecidas y ratones-AD sino también para el mantenimiento de un nivel de ORM
elevado durante un largo tiempo. Estas observaciones sugieren que el tratamiento con el gen
RGS14414 en el area V2 podria servir como acercamiento terapéutico frente a la pérdida de

memoria episddica.

2  El efecto de RGS14 esta mediado por GIuR2

Con la idea de averiguar como se produce el aumento de memoria mediado por RGS14414 en
condiciones normales y elucidar las vias potenciadoras de la memoria en el cerebro, se
empleé una amplia variedad de inhibidores y antagonistas que tenian como diana distintos
receptores y moléculas involucrados en el procesamiento de la memoria. Hemos demostrado
que los receptores AMPA/Kainato, CaMKIl y PARP-1 estaban implicados en el aumento de
ORM mediado por RGS14, ya que sus inhibiciones revertian el aumento de la memoria
mientras que otras moléculas o receptores, tales como NMDARs, mGluR1a, MKK y PKM(
no intervenian en el aumento de la ORM mediada por RGS14 ya que sus inhibiciones no

mostraron ningun efecto.

Estudios recientes reflejan la existencia de una relacion entre los receptores AMPA y CaMKI|I
y PARP-1. Se ha demostrado que CaMKII regula el trafico de los receptores que contienen la
subunidad GIuA2 hacia la superficie celular (Lu et al 2014). Sin embargo, la activacion de la

enzima nuclear PARP-1 produce un cambio en la expresion de las subunidades de los
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receptores AMPA, GIuAl y GIuA2 ocasionando probablemente una alteracion en las
funciones sinépticas de los receptores glutamatérgicos (Gerace et al 2014; Gerace et al 2015).

No obstante, considerando su implicacion en la formacion de la memoria (Griffiths et al 2008;
Malkova et al 2015; Winters & Bussey 2005) y la plasticidad sinaptica (Bassani et al 2013;
Chater & Goda 2014; Fleming & England 2010), decidimos centrarnos en los AMPARS como
mecanismo clave del aumento de memoria mediado por RGS14 dejando el estudio de PARP-
1 y CaMKII para futuras lineas de investigacion. El analisis del nivel de expresion del mMRNA
de todos los genes de los AMPARs (GIuR1-GluR4) indicd la presencia de un aumento notable
en el nivel de mRNA de GIuR2 en las ratas tratadas con RGS14. Esta observacion se
confirmd mediante el andlisis a nivel proteico. Por tanto, para confirmar si un alto nivel de
esta proteina en animales RGS podria ser un reflejo de una participacion dinamica de esta
subunidad durante el procesamiento de la memoria, analizamos los niveles de la proteina

GIuR2 a 20, 40, 60 min y 24 h tras la exposicion de las ratas a un objeto (figura 42).
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Figura 42. Expresion dinamica de GIuR2 durante el procesamiento de la ORM. Los animales RGS mostraron un
incremento notable en los niveles de la proteina GIuR2. Sin embargo, tras exponer dichos animales a dos objetos
idénticos, se observd un incremento progresivo en el nivel de ésta proteina, el cual alcanzé el maximo a los 60
min desde la exposicidn a los objetos. Por el contrario, los animales controles tratados con vehiculo, mostraron
altos niveles de expresion de esta proteina a los 20 min desde la exposicion al objeto. Datos correspondientes a 3
experimentos. % muestra diferencias significativas intergrupos. (p < 0,05). O.D: densidad optica.
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El tratamiento con el gen RGS14 caus6 un incremento progresivo de la expresion de la
proteina GIuR2, alcanzando los niveles mas altos tras 60 min desde la exposicion, periodo de
tiempo requerido para la conversion de una ORM a corto plazo en una memoria a largo plazo
segun el procedimiento puesto a punto y llevado a cabo en nuestro laboratorio (Lopez-Aranda
et al 2009). Hemos observado que cuando se expusieron ratas normales a un objeto durante 3
min, éstas eran capaces de retener la informacion en el cerebro durante 45 min (corto plazo)
pero no 60 min. Sin embargo, las ratas tratadas con RGS14 eran capaces de retener la misma
informacién durante 24 h e incluso periodos mas largos (largo plazo). Por tanto, los altos
niveles de la subunidad GIuR2 obtenidos a los 60 min concuerdan con la idea de que esta
proteina podria ser clave en el aumento de ORM Yy la conversion a memoria a largo plazo en
los animales RGS14. A diferencia del grupo-RGS, los animales tratados con vehiculo
mostraban altos niveles de expresion de GIuR2 a los 20 min y no a los 60 min, e incluso se
produjo un descenso progresivo a partir de los 20 min. Estas observaciones, estan en
concordancia con nuestro argumento de que la sobreexpresién de GIuR2 asi como su
mantenimiento producido por el tratamiento con el gen RGS14 podrian desencadenar el
aumento de la ORM Yy por tanto, podria considerarse una diana importante a tener en cuenta

para futuras estrategias de aumento de potenciacion de memoria.

3 RGS14 no facilita la plasticidad sinaptica hebiana

Teniendo en conocimiento que el tratamiento con el gen RGS14 regula a la alta la
proteina GIuR2 y el papel de ésta Gltima en la regulacion de la plasticidad sinéptica (Asrar &
Jia 2013; Huganir & Nicoll 2013; Isaac et al 2007), decidimos explorar como altos niveles de
esta proteina en los animales RGS14 podian influir en distintas formas de plasticidad
sinaptica incluyendo LTP, LTD y despotenciacion. Sin embargo, puesto que los estudios en
electrofisiologia sobre la plasticidad sinaptica en relacion a la ORM, tal y como se refleja en
la literatura, se realizan principalmente en la corteza perirrinal y no en el area V2, se testd el
efecto potenciador del tratamiento con el gen RGS144:4 sobre la memoria en la corteza
perirrinal, con la idea de validar esta area para los posteriores estudios electrofisiolégicos. El
efecto potenciador de RGS14 sobre la memoria en esta area cerebral fue similar al observado
previamente en el area V2, no encontrando diferencias entre las dos areas. Estos resultados
eran de esperar ya que la corteza perirrinal es una de las areas cerebrales principales que

participan en el circuito neuronal responsable de la ORM (Brown & Aggleton 2001; Kim et al
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2014; Lech & Suchan 2013; Martin et al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton &
Brown 2010; Watson & Lee 2013), y que la mediacién celular del efecto de RGS14 no
deberia discriminar entre las neuronas del area V2 y las de la corteza perirrinal. El estudio in
vitro de los registros de los potenciales de campo extracelulares en la corteza perirrinal de
cortes de cerebro de ratas tratadas con RGS14 mostrd que no se producia ningun efecto sobre
la LTP y LTD al aplicar altos niveles de estimulacion (100 Hz para LTP y 50 uM de
carbachol para LTD), mientras que bajos niveles de estimulacion (20 Hz para LTP y 20 uM
de carbachol para LTD) reducian el mantenimiento de estas formas de plasticidad sinaptica.
Ademas, el tratamiento con RGS14 bloqued la induccion de la despotenciacion generada por
una estimulacion de baja frecuencia de 1 Hz volviendo a los niveles previos de LTP una vez
terminada la aplicacion de esta estimulacion. Estos resultados ponian de manifiesto que el
tratamiento con el gen RGS14 no favorecia la plasticidad sinéptica hebiana, incluso en
presencia de altos niveles de concentracion de la proteina RGS14. A pesar de que los
mecanismos implicados en la alteracion de la plasticidad sindptica han de ser todavia
determinados, proponemos la hipétesis de que la reduccion en la entrada de calcio debido al
bloqueo de los canales de calcio tipo L mediado por RGS14 podria ser la causante de las
alteraciones observadas en la plasticidad sinaptica hebiana. Esta hipétesis se basa en que
RGS144:4 reduce los niveles de calcio intracelular mediante el bloqueo de los canales de
calcio tipo L (Martin-Montanez et al 2010) y en que los niveles intracelulares de calcio estan
directamente implicados en las diferentes formas de plasticidad sinaptica hebiana (Baker et al
2013).

Cabe destacar, que ademas de la mejora sobre la memoria espacial demostrada en roedores
tras la administracién de antagonistas de canales de calcio tipo L (Levy et al 1991;
Quartermain et al 2001), varios estudios reflejan la existencia de una conexién entre los
antagonistas de canales de calcio y la recuperacion de la pérdida de memoria. La nimodipina,
un bloqueador de los canales de calcio tipo L, previene tanto la aparicion de las alteraciones
de la memoria asociadas a la edad en roedores envejecidos (Batuecas et al 1998; Hopp et al
2014; Ingram et al 1994; Moyer et al 1992; Thompson et al 1990) como la pérdida de
memoria causada por la abstinencia al alcohol o morfina en roedores (Brooks et al 2008;
Brooks et al 2002; Vaseghi et al 2014; Vaseghi et al 2012). Asimismo, la evidencia
epidemioldgica muestra que el antagonismo de los receptores de calcio tipo L esta asociado
con una menor prevalencia de la enfermedad de Alzheimer (AD) (Anekonda & Quinn 2011,
Lopez-Arrieta & Birks 2002). En este sentido, los pacientes con AD a los cuales se les
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suministro el antagonista de canales de calcio tipo L, nimodipina mostraron una mejora en
comparacion con los pacientes tratados con placebo en varias medidas cognitivas (Tollefson
1990).

Por otro lado, cabe sefialar también que una alteracion en la plasticidad sinaptica hebiana en
los animales RGS14 no implica que no pueda haber un aumento de la ORM en estos
animales. De hecho, existen cada vez mas evidencias en la literatura que muestran un
aumento de memoria independiente de esta forma de plasticidad, y que relacionan la memoria
con las formas no hebianas de plasticidad sinaptica como pueden ser la plasticidad intrinseca
y el synaptic scaling (Baker-Andresen et al 2013; Nelson & Turrigiano 2008). Por tanto, el
aumento de memoria mediado por RGS14 podria explicarse con una facilitacién del synaptic
scaling, la forma mas estudiada de la plasticidad homeostatica en las sinapsis exitatorias
centrales (Davis 2006; Turrigiano 2008; Turrigiano & Nelson 2004), la cual se ha visto en una
variedad de neuronas centrales tanto in vitro como in vivo, incluyendo las neuronas
neocorticales, las piramidales hipocampales y las espinales (Chandler & Grossberg 2012;
Desai et al 2002; Goel & Lee 2007; Kim & Tsien 2008; Knogler et al 2010; O'Brien et al
1998; Stellwagen & Malenka 2006; Turrigiano et al 1998). Por tanto, aungque no disponemos
de datos que confirmen la implicacion de la plasticidad sindptica no hebiana o de los niveles
de calcio intracelular en este proceso, este laboratorio continta explorando esta ruta para dar

una posible explicacién al aumento de la ORM en ratas RGS14.

4 Areas independientes del cerebro pueden promover la recuperacion de
la ORM mediada por RGS14

La parte mas sorprendente de nuestros resultados que muestran la recuperacion de la
pérdida de ORM en modelos de roedores era demostrar como la activacion del area V2, un
area cerebral que nunca se ha relacionado con la disfuncion de la memoria, es capaz de
corregir el déficit de memoria, que podria haberse originado mediante dos mecanismos
diferentes. Se piensa que el procesamiento de la ORM en el cerebro esta mediado por un
circuito neuronal especializado, el cual se forma mediante la participacion de varias areas
cerebrales. En este circuito neuronal, el papel en el reconocimiento de objetos tanto de la
corteza perirrinal (Brown & Aggleton 2001; Kim et al 2014; Lech & Suchan 2013; Martin et
al 2013; Ranganath & Ritchey 2012; Warburton & Brown 2010; Watson & Lee 2013) como
el de la corteza frontal (Banks et al 2012; Swick & Knight 1999; Warburton & Brown 2010)
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han sido ampliamente estudiados y ahora nuestro laboratorio ha descubierto que el &rea V2
(Lopez-Aranda et al 2006) juega un papel importante en el procesamiento de la ORM. Por
ello, propusimos que si la activacion del area V2 mediante el tratamiento con RGS14 podia
recuperar la pérdida de memoria, el mismo tratamiento tanto en la corteza frontal como en la
corteza perirrinal deberia producir el mismo efecto sobre la memoria. Para simular el déficit
de ORM manifestado en muchas condiciones de enfermedades cerebrales y del
envejecimiento, originamos lesiones en el area V2, la corteza frontal y la corteza perirrinal. Se
vio como las lesiones en cualquiera de estas tres areas producia un dafio considerable y una
pérdida significativa de la ORM. Ademas, el tratamiento con RGS14 en una de las areas no
lesionadas de entre estas 3 areas cerebrales promovia la recuperacion de la memoria hasta un
nivel normal. La actividad asociada con la recuperacion de la pérdida de la memoria mediante
el tratamiento con RGS14 era de tal magnitud que se producia incluso cuando dos de las tres
areas se lesionaban. Nuestros resultados sobre la recuperacion de la pérdida de la memoria en
ratas mediante la produccion de lesion sugieren que el area V2, la corteza frontal y la corteza
perirrinal son zonas adecuadas para llevar a cabo un tratamiento con RGS sobre una de estas
areas de forma independiente a pesar de desconocer la localizacion en el cerebro de la causa
principal de la pérdida de memoria. Teniendo en cuenta que la lesién producida, empleando
Ox7-SAP como herramienta, elimina selectivamente las neuronas sin afectar a otras
estructuras como pueden ser las fibras de paso, la informacion ain podria pasar a través de las
areas cerebrales dafiadas. A la luz de estas observaciones, nuestros resultados indican que la
activacion neuronal mediada por RGS14 contribuye a la estabilizacion y por tanto a la

normalizacion de la disfuncion del circuito de la ORM que atraviesa varias areas cerebrales.

5 Mecanismo de la potenciacion de la memoria mediada por RGS14 y la

recuperacion de la pérdida de ORM

Los mecanismos conducentes a la recuperacion de la perdida de ORM tanto en los
dos modelos de roedores como en las ratas con lesiones selectivas parecen estar asociados a la
estimulacion de la actividad de GIuR2. Se ha demostrado una regulacion a la baja de los
niveles de GIuR2 en el envejecimiento normal (Liu et al 2008; Yu et al 2011) y en la
enfermedad de Alzheimer (Resende et al 2007). Se piensa que esta disminucién en los niveles

de la subunidad GIuR2 de los receptores AMPA es la responsable del aumento significativo
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en la concentracion del calcio citosélico, el cual como consecuencia conduce a una distrofia

dendritica y a una alteracién de la funcion sinéptica (Hof et al 2002; Resende et al 2007).

La normalizacion de los niveles de GIuR2 tras el tratamiento con RGS14,:4 podia dar lugar a
una disminucién de las concentraciones de calcio citosolicas como se vio previamente
(Martin-Montanez et al 2010). Ademas del trabajo de esta tesis, nuestro laboratorio ha
descubierto que el tratamiento con el gen RGS14 produce una fuerte arborizacién neuronal
(Navarro-Lobato 2015). Por tanto, se plantea que el incremento en las conexiones neuronales
no sélo promueve la restructuracion del circuito responsable del aumento de la ORM mediado
por RGS14 sino que también facilita el flujo de la informacion durante el procesamiento de
ORM. Se ha demostrado que la perdida de los receptores AMPA en las células postsinapticas
conlleva a un deterioro de la estabilidad de la ramificacion dendritica (Haas et al 2006), sin
embargo, la sobreexpresion de las subunidades de los receptores AMPA se ha asociado con
un incremento del nimero de segmentos de las ramificaciones (Chen et al 2009; Prithviraj et
al 2008). También se ha demostrado que la sobreexpresion de GIuR2 conlleva a un aumento
de la densidad de las espinas en el hipocampo (Passafaro et al 2003) y de la longitud
dendritica de la neuronas corticales en desarrollo en embriones de ratas (Chen et al 2009),
mientras que una regulacion a la baja de GIuR2 produce una pérdida de los segmentos de la
ramificacion dendritica en el hipocampo (Passafaro et al 2003) y una reduccion en la
arborizacion dendritica de las motoneuronas espinales en desarrollo en embriones de pollo
(Yoon et al 2012).

A pesar de que queda un largo camino por recorrer para conocer con exactitud el completo
mecanismo implicado en el aumento de la memoria mediado por RGS14 y la recuperacién de
la pérdida de memoria, los resultados del presente trabajo sugieren que la sobreexpresion de
GIuR2 podria ser el desencadenante del aumento de la arborizacion dendritica promoviendo la
aparicion de nuevas sinapsis y causando asi una reestructuracion del circuito responsable del
aumento de la ORM mediado por RGS14. Y lo que es mas importante, hemos demostrado
que la pérdida de una memoria episodica (ORM) puede ser recuperada mediante un
tratamiento con el gen RGS14414 en el area V2, la corteza frontal o la corteza perirrinal siendo
esta recuperacion independiente de donde se localice el origen de la pérdida de memoria en el
cerebro. Por tanto, un tratamiento es posible, sin necesidad de conocer el area o las areas del

cerebro implicadas en la pérdida de memoria. El presente trabajo proporciona una plataforma

246



V. Discusion

estratégica para el tratamiento de la pérdida de memoria observada en muchas enfermedades

neurodegenerativas y en el envejecimiento normal.
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V1. Conclusiones

1. El tratamiento con el gen RGS14 no solo dio lugar a una total recuperacion de la pérdida de
una memoria episodica en modelos de roedores con envejecimiento normal y enfermedad de
Alzheimer, sino que también ayudd al mantenimiento de niveles elevados de ORM por largo

tiempo.

2. GIluR2, subunidad del receptor AMPA, es un componente clave en la potenciacion de la
ORM mediada por RGS14. Ademéas de mostrarse una regulacion a la alta de los niveles de
esta proteina, se observo su participacion dindmica en la conversion de memoria a corto plazo

a memoria a largo plazo.

3. El tratamiento con el gen RGS14414 no favorecio la plasticidad sinaptica hebiana, la cual
incluia LTP, LTD dependiente de receptores muscarinicos y despotenciacion. Pese a que la
causa de este déficit en la plasticidad ha de ser encontrada, creemos que la disminucién en el
flujo de calcio a través del bloqueo de los receptores de calcio tipo L por parte de RGS14
podria desencadenar las alteraciones vistas en este tipo de plasticidad sinéptica. Por otra parte,
sugerimos que la potenciacion de la memoria mediada por RGS14 podria deberse a formas no

hebianas de plasticidad.

4. El area V2, la corteza frontal y la corteza perirrinal son areas implicadas en el circuito
responsable del procesamiento de la ORM vy participan de forma independiente en la
potenciacion de la memoria mediada por RGS14. La independencia que caracteriza a cada
area en la potenciacion de la memoria sugiere la idoneidad de cada una de ellas de forma
separada como tratamiento de la pérdida de la memoria, ain desconociendo la localizacion de

la causa primaria en el cerebro.

5. Los resultados correspondientes a la recuperacion de la pérdida de la memoria en modelos
de roedores y de la potenciacion de la memoria en ratas lesionadas sugieren que una terapia
con el gen RGS144;4 podria ser empleada como una estrategia viable para el tratamiento de la

pérdida de memoria en pacientes.
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VIII. Apéndices

1 Apéndice 1. BIOLOGIA MOLECULAR

1.a) Electroforesis en gel de Agarosa

1.a.1) Tampon Tris-Borico-EDTA (TBE) 5X, 1 L

REACTIVO ‘ CANTIDAD

Tris
(Sigma-Aldrich, T1503) 549
Acido bérico 2759

(Sigma-Aldrich,b6768)
Acido etilendiaminotetraacético

EDTA 3,729
(Sigma-Aldrich,E5134)
Agua Milli-Q hasta 1 L

1.a.2) Gel de agarosa al 1 %

CANTIDAD
REACTIVO Gel pequefio Gel grande
8 calles (10 calles)
Agarosa
(E0301, EURX) 0.49 g
Tampé6n TBE 1X *! 40 ml 100 ml
Bromuro de etidio
(0,1 mg/ml) * 68 pl 170 pl

*L preparado a partir del tampén TBE 5X (apéndice 1.a.1).
*2 Preparado a partir de la solucién stock de bromuro de etidio a 10
mg/ml (Invitrogen, 15585-011)

1.b) Amplificacion en Bacterias

1.b.1) Preparacion de 500 ml de medio de cultivo LB liquido y 500 ml de LB-Agar ambos con ampicilina a
100 pg/ml

REACTIVO ‘ CANTIDAD

LB Broth Base

(Invitrogen, 12780-052) 209

Cloruro de sodio
(NacCl) 5¢g
(Sigma-Aldrich, S3014)

Agua Milli-Q hasta 1 L

Tras disolver LB y NaCl en agua Milli-Q se reparti6 el volumen resultante en 2 botes de 1 L (500 ml
cada uno). Se afiadieron a uno de ellos 7,5 g de LB-Agar (Invitrogen, 22700-025) para tener asi 500 ml de medio
solido LB-Agar y 500 ml de medio LB liquido.
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Los medios se esterilizaron por calor himedo a 121 °C durante 15 min en un autoclave (sterilclav-75, Raypa) y
se dejaron enfriar hasta alcanzar una temperatura de 50 °C (evitando asi la solidificacion). A continuacion, en la
campana de flujo laminar, se afiadieron 500 pl de la solucion stock de ampicilina a una concentracion de 100
mg/ml (Sigma-Aldrich, A9393) a cada bote de 500 ml de medio de cultivo (concentracion final de ampicilina:
100 pg/ml). El medio s6lido LB-Agar con antibidtico se repartio en placas de Petri de 90 mm de didmetro (20-25
ml por placa), y una vez solidificado, se conservaron a 4 °C al igual que el medio LB liquido con antibiético.

1.b.2) Transformacién por choque térmico de la mezcla de ligacién en células competentes

Para realizar la transformacion por choque térmico se siguié el protocolo indicado en el kit One Shot®
Omni MAX™ 2 TI® Chemically Competent E.coli (Life technologies, C8540-03). Para ello, se descongeld de
forma gradual el vial que contenia 50 pl de células competentes y se afiadieron 4 pl de DNA (10 pg a 100 ng)
mezcladndose delicadamente mediante golpes suaves. A continuacion, se incubé la reaccion en hielo durante 30
min y se sometieron las células a un choque térmico de 42 °C 30 s en un bafio termostatico sin agitacion. Se
incubo de nuevo la reaccion en hielo durante 2 min y se afiadieron 250 pl de medio S.O.C (incluido en el kit).
Seguidamente, se incub6 90 min a 37 °C, horizontalmente y en agitacion a 225 rpm en un incubador-agitador de
cultivos (optic ivymen system). Tras la incubacion, se sembraron 20, 50 y 200 upl de la reaccién de
transformacion resultante en 3 placas de Petri de 90 mm de didmetro con LB-Agar/ ampicilina a 100 pg/ml
(apéndice 1.b.1) en un ambiente de esterilidad. Finalmente, se incubaron las placas a 37 °C durante 18 h en la
estufa en posicion invertida y se seleccionaron las colonias de células transformadas.

1.c) Purificacion de DNA por columna

1.c.1) Purificacion por PCR

Para llevar a cabo la purificacion de la mezcla de reaccidn de PCR, se sigui6 el protocolo proporcionado
por el kit Mini Elute PCR purification (Quiagen, 28004):

Preparacién de la muestra: se afiadieron 5 volimenes del tampén PBI a 1 volumen de la mezcla de
reaccion de PCR y se mezclé suavemente por pipeteo. Por cada 50 pl de producto de PCR se afiadieron 100 pl
de isopropanol.

Union del DNA: una vez aplicada la muestra a la columna mini Elute previamente colocada en su
receptaculo, se centrifugd a 19000 x g durante 1 min en la microcentrifuga Mikro-22 (Hettich Zentrifugen) y se
descartd el sobrenadante.

Lavado: se afiadieron 750 pl de Tampén PE a la columna centrifugdéandose de nuevo. Se descartd el
receptaculo con el sobrenadante y se coloco la columna en un tubo de 1,5 ml limpio.

Elucién del DNA: tras afiadir 10 pl de tampén EB en el centro de la membrana, se dejé reposar la
columna 2 min. Finalmente se centrifugd la columna durante 1min a 19000 x g y se almaceno a -20 °C.

1.c.2) Purificacion en gel del producto de PCR

Para llevar a cabo la purificacion de la banda de DNA extraida del gel, se siguio el protocolo
proporcionado por el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, A9281):

Union del DNA: se afiadieron 350 pl de tampén de unién a la membrana (10 pl de tampén/10 mg de
gel) al tubo de 1,5 ml que contenia la banda de DNA extraida. Tras agitar vigorosamente (en vortex) e incubar a
60 °C hasta disolver la banda completamente, se transfirié la mezcla a la columna Wizard SV Minicolum
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previamente insertada en un tubo de recoleccion y se incub6 a temperatura ambiente 5 min. A continuacion se
centrifug6 a 16000 x g durante 1 min descartandose el sobrenadante.

Lavado: tras afiadir 700 pl de solucién de lavado de membrana previamente diluida con etanol al 95 %,
se centrifugd a 16000 x g durante 1 min. Se descarté el sobrenadante y se repitié este procedimiento pero
afiadiendo en este caso 500 pl. Una vez descartado el sobrenadante se volvi6 a centrifugar la columna a 16000 x
g 1 min, y con el fin de que se evaporara todo el etanol, se colocé en un tubo de 1,5 ml estéril 1 h a 37 °C.

Elucién del DNA: se afiadieron 50 pl de agua libre de nucleasas, directamente sobre el centro de la
membrana y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Para obtener el DNA purificado, se centrifugo la
columna a 16000 x g 2 min y se conservé el DNA obtenido a -20 °C hasta su uso.

1.c.3) Reaccion de miniprep

La reaccion de miniprep se realizd de acuerdo con el protocolo indicado en el kit: StrataPrep plasmid
miniprep (Agilent technologies, 400761) con algunas modificaciones.

Lisado y homogenizado: los sedimentos de bacterias se obtuvieron mediante centrifugacion de alicuotas
de 1 ml de medio de cultivo a 19000 x g durante 1 min en una centrifuga Mikro-22 (Hettich Zentrigugen). Para
romper las membranas bacterianas y liberar asi el DNA, los sedimentos se resuspendieron en 100 pl de la
soluciéon 1 mediante vortex y pipeteo. A continuacion se afiadieron en primer lugar 100 pl de la solucién 2
mezclando varias veces por inversién y 250 pl de la solucidon 3 mezclando también varias veces por inversion.
Para poder descartar los restos celulares y asi obtener el DNA recombinante, se centrifug6 la mezcla a 13000 x g
durante 5 min.

Unién del DNA: se recuper6 el sobrenadante resultante cuidadosamente por pipeteo o decantacién en
una minicolumna previamente insertada en su receptaculo, se incubd a temperatura ambiente durante 1 min y se
centrifug6 a 19000 x g 30 s. El liquido resultante se recuperd, se volvid a pasar por la columna y se centrifugé de
nuevo. A continuacion, las endonucleasas se eliminaron afiadiendo 650 ul de 1xnuclease-removal buffer y
centrifugando las columnas a 19000 x g durante 1 min.

Lavado: el DNA unido a la minicolumna se lavo afiadiendo 700 pl del tampon de lavado 2X
previamente diluido con etanol absoluto. Se volvié a centrifugar la columna de nuevo para eliminar cualquier
resto del tampon de lavado. La columna se transfirié a un tubo nuevo de 1,5 ml estéril y se incubd durante toda
la noche a temperatura ambiente para la completa evaporacion de etanol.

Elucion del DNA: el DNA unido a la membrana se extrajo afiadiendo 50 pl de agua libre de nucleasas
directamente sobre el centro de la misma, que se incubé a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifug6 a
19000 x g 1 min. EI DNA plasmidico purificado se almacen¢ a 4 °C.

1.c.4) Reaccion de maxiprep

La reaccion de maxiprep se realizé de acuerdo con el protocolo indicado en el kit: Wizard ® Plus
Maxiprep DNA Purification System (Promega, A7270):

Lisado y homogenizado: los sedimentos de bacterias se obtuvieron mediante la centrifugacion del
cultivo bacteriano en repetidas fracciones de 35 ml en un tubo de centrifuga de 50 ml (Nalgene, 3115-0050) a
5000 x g durante 10 min a temperatura ambiente en la centrifuga rotina 420 (Hettich Zentrifugen), descartando
cada vez el sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 10 ml de la solucién de resuspensién P1 mediante
vortex y pipeteo. A continuacion se afiadieron 10 ml del tampdn de lisado P2, que se mezclé suavemente por
inversion y se incubd a temperatura ambiente 5 min. Se afiadieron mas tarde 10 ml del tampon de neutralizacion
P3, mezclando suavemente por inversion hasta perder el color azul proporcionado por este reactivo, y se incub6
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en hielo durante 15 min. Tras la incubacion, se centrifugé el tubo a 20000 x g 30 min a 4 °C en la centrifuga
Sorvall RC5C, empleando el rotor fijo SS34 y se filtrd el sobrenadante, recuperandose un volumen de 25 ml
aproximadamente.

Unién del DNA: mientras se filtraba el sobrenadante, se equilibré la columna afiadiendo 10 ml del
tampon de equilibrado QBF dejandolo caer por gravedad sobre un tubo de 50 ml que se descarto después. Una
vez equilibrada, se afiadio el filtrado que pasé a través de la columna por gravedad.

Lavado: se realizaron dos lavados con 30 ml del tampén de lavado QC en cada uno.

Elucion del DNA: para ello se afiadieron 15 ml del tampon de elucién QF a la columna. A continuacion
se adicionaron 10,5 ml de isopropanol (Fluka, 59304) sin DNAsa a la muestra que se mezclé e incub6 durante 5
min a temperatura ambiente. Tras la incubacion, se centrifugdé a 20000 x g durante 30 min a 4 °C en la centrifuga
Sorval RC5C, empleando el rotor fijo SS34 descartandose con mucho cuidado el sobrenadante. Se afiadieron
posteriormente 5 ml de etanol al 70 % estéril para resuspender el sedimento por pipeteo y vortex. La muestra se
volvio a centrifugar en la centrifuga rotina 420 (Hettich Zentrifugen) a 15000 x g 10 min, descartando el
sobrenadante. Tras incubar las muestras 45 min a temperatura ambiente y 15 min a 37 °C, se afiadié 1 ml de
agua libre de nucleasas para resuspender el DNA mediante pipeteo y vortex y se centrifugd de nuevo a 4500 x g
durante 30 s. Una vez finalizada la centrifugacion, se transfirio el sobrenadante a un tubo de 1,5 ml, se midi6 la
absorbancia a 260 nm y 280 nm en el espectrofotometro estimandose asi la concentracion de DNA del vector
recombinante RGS14,,4 que se conservo a 4°C.

1.d) Reaccion de gRT-PCR

1.d.1) Extraccion del RNA total

El RNA total fue aislado de la corteza visual secundaria utilizando el RNeasy Tissue Mini kit (Quiagen,
74124) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante:

Lisado y homogenizado: una vez descartado el RNAlater en el que estaba almacenado el tejido, se
congel6 la muestra en nitrégeno liquido. Tras machacar la muestra en un mortero se afiadié 1ml de QIAzol Lysis
Reagent. Esta mezcla se recogié en un tubo de 1,5 ml y se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente.
Seguidamente se afiadieron 200 pl de cloroformo, se mezclé mediante movimientos suaves durante 15 s y se
incub6 2-3 min a temperatura ambiente.

Separacién de las fases: la mezcla resultante se centrifugé durante 15 min a 4 °C a 12000 x g (Beckman
CS-15R, rotor F2402H). Tras la centrifugacion, la fase acuosa se recuperé y transfirié a un nuevo tubo de 1,5 ml
al que se afiadié en una proporcidén 1:1 etanol al 70 % y se agit6 vigorosamente.

Unién del RNA: una vez transferida la muestra a una columna RNeasy previamente colocada en un tubo
de 2 ml se dejo reposar 2 min. Seguidamente se centrifug6 a temperatura ambiente durante 15 s a > 8000 x g
descartandose el sobrenadante.

Lavado: se realiz6 a temperatura ambiente. Tras afiadir 700 pl de Buffer RW1 a la columna, se
centrifugd durante 15 s a > 8000 x g y se descartd el sobrenadante. A continuacion, se repitio el paso anterior
pero afiadiendo en este caso 500 pl de Buffer RPE. Seguidamente, se afiadieron 500 pl de Buffer RPE
centrifugandose durante 2 min a > 8000 x g. Por ultimo, se colocé la columna en un tubo nuevo de 2 ml y se
centrifugd 1 min a maxima velocidad.

Elucion del RNA: para este Gltimo paso, se colocd la columna en un tubo nuevo de 1,5 ml y se
afiadieron 30 ul de RNase-free water o RNA eluate directamente sobre la membrana. Tras reposar 2 min se
centrifugo la columna 1 min a > 8000 x g a temperatura ambiente. El RNA obtenido se almacend a -80 °C.
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1.d.2) Determinacion de la concentracién dptima de cebadores

La concentracion 6ptima de cebadores seria a la cual:

i) Se obtiene un menor Ct (ciclo umbral) y un mayor ARn (Incremento de la sefial durante la
amplificacion comparada con la linea base). Los valores de Ct y ARn los proporciona el programa del
aparato 7500 V2.0.6, siendo Ct el nimero de ciclos requeridos para que la sefial de fluorescencia
cruce un umbral fijado por encima de la linea base y ARn el incremento de la sefial de fluorescencia,
especifico del producto de PCR acumulado.

ii) Se comprueba la presencia de un solo producto de PCR especifico en la reaccién mediante la curva de
disociacion.

iii) Se comprueba la obtencion de una sola banda con el tamafio correcto de amplicon mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

2 Apéndice 2. CULTIVOS CELULARES
2.a) Tratamiento de frascos de cultivo con gelatina al 0,3 % (p/v)

Tras preparar una solucion de gelatina al 0,3 % afiadiendo 1,5 g de gelatina (Sigma-Aldrich, G-9391) a
500 ml de agua destilada y esterilizando la mezcla obtenida mediante calor himedo en un autoclave, se afiadi6 la
suficiente cantidad de gelatina para cubrir la superficie del frasco y se incub6 durante 15-20 min a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, se retird la gelatina excedente.

2.b) Congelacion y descongelacion de células

2.b.1) Congelacion de células

Con el fin de crear un stock de las lineas celulares, se procedié a su congelacién en nitrégeno liquido (-
196 °C). Partiendo de un cultivo celular al 80-90% de confluencia, las células se disociaron y contaron en una
camara de Neubauer con azul tripano (apéndice 2.c). Se resuspendieron en el volumen de medio de congelacion
filtrado (90 % de medio completo sin antibi6tico y 10 % de DMSO (Sigma Aldrich, D8418)) necesario para
generar una suspension de 3 x 10° células viables/ml y se repartieron en crioviales de 2 ml (Nunc, 363401) que
se conservaron en nitrégeno liquido.

2.b.2) Descongelacion de células

El vial comercial de cada linea celular (HT1080 6 293T) se someti6 a una temperatura de 37 °C en el
bafio termostatico. A continuacion, tras limpiar el exterior del vial con una solucion de etanol al 70 %, se vertio
el contenido de éste en un tubo estéril de 15 ml con 10 ml de medio completo en una campana de flujo laminar.
El tubo se centrifugd a 150-200 x g durante 5 min y se descartd el sobrenadante. El sedimento celular se
resuspendié en 2 ml de medio completo sin antibi6tico y se sembré en un frasco de 75 cm? (Nunc, 156499) que
contenia 10 ml de medio completo sin antibi6tico (atemperado previamente a 37 °C durante 15 min).

2.c) Realizacion de un subcultivo

Los subcultivos (pases) de las células se realizaron cada 3-4 dias tras alcanzar una confluencia del 80 %
- 90 % segun el siguiente protocolo:
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Tripsinizacién: una vez retirado el medio de cultivo y con el fin de lavarlo se afiadié PBS pH7,4 (Gibco,
10010) moviendo suavemente el frasco durante aproximadamente 1 min. Tras retirar el PBS se afiadio la
solucién tripsina-EDTA (Gibco, 25200-072), 2 ml para frascos de 75 cm? (Nunc, 156499) y 5 ml en frascos de
175 cm? (Nunc, 159910). Se incubé la placa a 37 °C durante 5 min y se inactiv la tripsina al afiadir 3 0 5 ml
(dependiendo del frasco) de medio completo (con suero). Una vez neutralizada la enzima, se recuperd el medio
en un tubo de 15 ml mediante una pipeta serolégica y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min en la centrifuga
Labofuge 400 (Heaeus, rotor 8179) para finalmente descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular
en 10 ml de medio completo mediante pipeteo.

Contaje celular: se determind la densidad y viabilidad celular mediante el método de tincién con azul
tripano 0,4 % (Sigma-Aldrich, T8154) en una cdmara de Neubauer (Bright-line).

Siembra: se sembr6 el volumen de resuspension celular necesario para obtener el volumen final deseado
en un frasco de 75 cm”con 10 ml de medio completo, o en un frasco de 175 cm? con 15 ml de medio completo.
El volumen a sembrar dependié de la linea celular utilizada (descrito en el manual de la linea celular).

2.d) Transfeccion

Tras 24 h desde la siembra de 4.5 x 10° células 293T por placa (células al 80 % de confluencia) se llevé
a cabo la transfeccion de estas células utilizando el kit Lenti-X™ Packaging System (Clontech, 631247)
siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Para ello, por cada muestra de transfeccidn (placa), se
afiadieron los reactivos indicados en la siguiente tabla para dos tubos diferentes (los componentes de cada tubo
se mezclaron pipeteando con suavidad arriba y abajo):

Tubo 1 | Tubo 2
557 ul Xfect Reaction Buffer 592,5 ul Xfect Reaction Buffer
(Clontech, 631317) (Clontech, 631317)
36 ul Lenti-X HTX Packaging Mix 7,5 pul Xfect Polymer
(Clontech, 631260) (Clontech, 631317)
7 ul Lenti-X Vector DNA (1 pg/ul) 600 pl volumen total
600 ul volumen total

A continuacién se afiadié el contenido del tubo 2 al tubo 1 mezclando bien por pipeteo y se incubd la mezcla
durante 10 min a temperatura ambiente para permitir la formacion de nanoparticulas. Pasados los 10 min de
incubacidn, se afiadieron 1200 pl de la mezcla a cada placa de cultivo, gota a gota por toda la superficie de forma
homogénea, y se incubd a 37 °C durante 24 h. Tras la incubacion, se reemplaz6 el medio de transfeccion de las
placas por medio completo sin antibi6tico para las células 293T y se volvio a incubar a 37 °C durante 48 h para
la produccidn de lentivirus. Transcurrido el tiempo, se recogieron los sobrenadantes de las placas que contenian
los lentivirus en 2 tubos de 50 ml (30 ml en cada uno), manteniendo los sobrenadantes en hielo y se
centrifugaron a 500 x g a 4 °C 15 min en la centrifuga Beckman CS-15R (Rotor S4180). A continuacion, se
aspir6 el sobrenadante con una jeringa de 10 ml (BD Discardit™, 309110) y una aguja de punta roma de 18 G
(BD, 305180) y se procedi6 a su filtracion con la ayuda de un filtro de 0,45 um (Sarstedt, 831826) manteniendo
en todo momento el sobrenadante que contenia los lentivirus a 4 °C.
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2.e) Tincion de las colonias celulares con cristal violeta

Para llevar a cabo esta tincién, se retird el medio de los pocillos de la placa sembrada con las células
HT1080 infectadas con el stock de lentivirus y se realizaron dos lavados con PBS pH7,4 (Gibco, 10010)
afiadiendo 1 ml por pocillo en cada lavado. Tras retirar el PBS, se afiadié en cada pocillo 1 ml de cristal violeta
(Sigma, C3886) al 1 % en 10 % de etanol (JT Baker, 8025) incubandose 10 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se retird el colorante de los pocillos y se lavaron con 1 ml de PBS 3 veces. Tras retirar el PBS se
contaron las colonias.

3 Apéndice 3. TEST DE ORM

3.a) Objetos para el test de ORM de rata

3.b) Objetos para el test de ORM de raton
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4 Apéndice 4. HISTOLOGIA

4.a) Tampones y soluciones

4.a.1) Tampodn fosfato (PB) 0,4 M pH 7.4 (para 1L)

REACTIVO ‘ CANTIDAD

Agua Milli-Q hasta 1 L

Hidrogenofosfato disédico
HNa,O,P 2H,0 53449
(Fluka, 71645)
Dihidrégenofosfato sodico
NaH,PO,.H,O 138¢g
(Panreac, 131965)
Ajustar el pH a 7,4 y conservar a temperatura
ambiente.

4.a.2) Tampodn fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 7,4 (para 1L)

REACTIVO ‘ CANTIDAD

Agua Milli-Q Hasta 1l L

Cloruro so6dico NaCl 9g
(Panreac, 131659)

PB04MapH74
(apéndice 4.a.1)

Ajustar el pH a 7,4 y conservar a temperatura
ambiente.

250 ml

4.a.3) Solucion fijadora PLP (paraformaldehido 4%, L-lisina 75 mM y Meta-periodato 10 mM) en PB 0,1
M, pH 7,4 (para 1L)

REACTIVO ‘ CANTIDAD

Agua Milli-Q 750 ml

Paraformaldehido
(CH0), 409

(Merck, 1.04005)
L-Lisina monoclorhidrato
CeH14N,O,HCI 13,79
(Sigma-Aldrich, 62929)
Metaperiodato sédico
INaO4 2,149
(Sigma, 30323)

PB04AM,pH 7,4
(apéndice 4.a.1)

250 ml
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Para la preparacion de esta solucién, se diluyé el paraformaldehido en 500 ml de agua Milli-Q
previamente calentada a 60 °C (afiadiéndose unas gotas de NaOH para su completa disolucion). Se filtrd la
solucién resultante con papel de filtro y se enrasé hasta 750 ml con agua Milli-Q. Por otro lado, se diluyeron la
lisina y el meta-periodato en 200 ml de PB 0,4 M pH 7,4 y se filtr6 la solucion resultante con papel de filtro
enrasando hasta 250 ml con PB 0,4 M pH 7,4. Por Gltimo, se afiadieron los 250 ml de la solucién de lisina y
meta-periodato a los 750 ml de solucién de paraformaldehido en agitacion.

4.a.4) Solucién de sacarosa al 30 % y azida al 0,02 % en PBS 0,1 M (para 100 ml)

Para la preparacion de esta solucién, se disolvieron 30 g de sacarosa (Panreac, 131621) en PBS 0,1 M a
pH 7,4 (apéndice 4.a.2) y se enraso hasta un volumen final de 100 ml. Se retiraron 200 pl de la solucion para
afiadir 200 pl de una solucion de azida sddica al 10 % (Sigma-Aldrich, S2002) conservandose la solucion
resultante a 4 °C.

4.a.5) Medio de montaje para inmunohistoquimica fluorescente (Medio DABCO)

Para preparar este medio de montaje, se diluyd el DABCO (1,4-diazabiciclo [2.2.2.]-octano) (Sigma-
Aldrich, D-2522) al 3 % en una mezcla PBS 0,1 M pH 7,4 (apéndice 4.a.2) y glicerol (141339, Panreac)
previamente preparada en una proporcion 1:1 manteniendo la solucion resultante a 4 °C y en oscuridad.

4.b) Portaobjetos gelatinizados

-Preparacion de la solucién de Gelatina

REACTIVO CANTIDAD

Agua Milli-Q 600 ml

Gelatina
(Panreac, 142060)

Sulfato de cromo (I11) y
potasio 0,39
(Panreac, 131284)

3¢

Para preparar la solucion de gelatina, se disolvio esta Gltima en agua Milli-Q previamente calentada a 60
°C y se afiadi6 el sulfato de cromo (1) y potasio hasta su completa disolucién.

-Gelatinizado de los portaobjetos

Previo al gelatinizado, se desengrasaron con una mezcla de alcohol absoluto:éter (1:1) al menos un dia,
dejandose secar 2 min a temperatura ambiente tras el tratamiento. A continuacién se sumergieron en la solucion
de gelatina previamente preparada durante 1 min y se repitié esta operacion 5 veces mas durante unos segundos.
Finalmente se dejaron secar en la estufa a 37 °C 48 h. Estos portaobjetos son viables al menos dos meses desde
su preparacion.
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4.c) Fijacion por perfusion cardiaca y extraccion del cerebro fijado

Una vez anestesiado el animal (rata) con la administracion intraperitoneal de pentobarbital sodico
(Eutanax 200 mg/ml, Fatro) a una dosis de 120 mg/Kg, los animales se perfundieron transcardialmente. Para
acceder al corazdn, se practicd una incision en el abdomen y se abri6 la cavidad toracica exponiendo el drgano.
Se introdujo una aguja en el ventriculo izquierdo y se abri6 la auricula derecha formando asi un circuito abierto.
Utilizando una bomba de perfusién (Cole parmer) se inyectd lentamente PBS 0,1 M, pH 7,4 (apéndice 4.a.2)
durante 15 min a un flujo de 10 ml/min hasta lavar completamente el sistema circulatorio de sangre. A
continuacion, se inyectaron 350 ml de una solucion fijadora de PLP en PBS 0,1 M, pH 7,4 (apéndice 4.a.3).
Finalmente, se extrajo cuidadosamente el cerebro y se post-fijo por inmersidn en PLP durante una noche a 4 °C.

4.d) Crioproteccion y congelacion

Una vez post-fijados, los encéfalos se lavaron con PBS (10 min, 3 veces) para eliminar los restos de
PLP y se crioprotegieron mediante inmersion en una solucién de sacarosa al 30 % y azida sddica al 0,02 % en
PBS (apéndice 4.a.4) a 4 °C para evitar dafios en la estructura del tejido durante el proceso de congelacion. A
continuacion, los cerebros se congelaron utilizando nieve carbdnica y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

4.e) Obtencion de las secciones

Los cerebros congelados se cortaron en secciones coronales de 30 um de grosor en un microtomo de
congelacién (Leica CM-1325), almacenandose de forma seriada segun la técnica de free-floating en pocillos que
contenian una solucién de PBS 0,1 M y 0,02 % de azida sddica. Se seleccionaron los cortes pertenecientes a las
zonas de interés (area V2, corteza perirrinal o corteza frontal) y se distribuyeron en 6 series (una serie en cada
pocillo) de tal forma que dentro de una serie, los cortes consecutivos distaban entre si 180 pm. Las placas que
contenian las secciones seriadas se almacenaron a 4 °C durante varios meses, renovando regularmente el tampén
PBS con azida sodica.

4.f) Marcaje inmunofluorescente simple para microscopia convencional de fluorescencia
para RGS14

Previo a la incubacién con avidina y biotina, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en PBS 0,1 M
(apéndice 4.a.2), en agitacién y a temperatura ambiente. Se empleé el kit de bloqueo de avidina-biotina (Vector
Laboratories, SP-2001) incub&ndose los cortes durante 30 min en cada solucién, (con un paso intermedio de un
lavado de 10 min en PBS) en agitacién y a temperatura ambiente. Tras estas incubaciones se realizaron 3 lavados
con PBS siguiendo el procedimiento anterior y se incubaron los cortes con el anticuerpo primario policlonal de
conejo frente a la proteina RGS14 (Novus biological, NBP1-31174) a una dilucién 1:500 (diluido en PBS, con
0,3 % triton X-100 (Sigma-Aldrich, 9002-93-1) y 0,1 % azida sddica) durante toda la noche a 4 °C y en
agitacion.

Tras eliminar el exceso de anticuerpo primario lavando con PBS, los cortes se incubaron en oscuridad, a
temperatura ambiente y en agitacién 2 h 30 min con el anticuerpo secundario Alexa fluor 488, 1gG anti-1gG de
conejo desarrollado en cabra (Life technologies, A11008) a una dilucién 1:1000 (diluido en PBS 0,1 M con 0,3
% triton X-100 y 0,1 % azida sédica). El exceso de anticuerpo secundario se eliminé con PBS (3 lavados).

-Montaje: Por dltimo, las secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados (apéndice 4.b) y se dejaron secar
durante toda la noche. Al dia siguiente, se cubrieron usando como medio de montaje PBS-glicerina (1:1) y 3 %
de 1,4-diazabiciclo [2.2.2.]-octano (DABCO) (apéndice 4.a.5). Las secciones se analizaron en el microscopio
CTR Mic DM IRE2 (Leica).
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5  Apéndice 5. PROTEOMICA

5.a)Tampones y soluciones

5.a.1) Tampon Tris-HCI 0,01 M, pH 7,4, para 50 ml

En 50 ml de Agua Milli-Q se afiadieron 0,06 g de Tris (Sigma-Aldrich, T1503) y se ajusté el pH a 7,4
con HCI (T-Bakes, 6081).

5.a.2) Tampédn Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, para 50 ml

En 50 ml de Agua Milli-Q se afiadieron 3,02 g de Tris (Sigma-Aldrich, T1503) y se ajusté el pH a 6,8
con HCI (T-Bakes, 6081).

5.a.3) Tampdn de carga (1X) , para 8 ml

Tris-HCI 60 mM pH 6.8, SDS al 2 %, glicerol al 10 %, 23-mercaptoetanol al 5 % y azul de bromofenol
al 0,002 %:

REACTIVO CANTIDAD

Agua Milli-Q 3,88 ml

2-p mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich, M7154) 0,4 ml

Glicerol al 99%

(Sigma-Aldrich,G6279) 0.8 ml

Dodecilsulfato sédico (SDS) al 10% 16 ml
(Sigma-Aldrich, L3771) '

Tris-HCL 0,5M, pH 6,8 1ml

(apéndice 5.a.2)

5.a.4) Tampon Tris-Glicina-SDS (TGS) (5X), paralL

12,5 mM Tris, 96 mM glicina, 0,5 % SDS

REACTIVO CANTIDAD
Agua Milli-Q hasta 1 L
Glicina 724

(Sigma-Aldrich, G7126)
Dodecilsulfato sédico (SDS)

(Sigma-Aldrich, L3771) 59
Tris
(Sigma-Aldrich, T1503) 159
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5.a.5) Tampén PBS (10X), para 1l L

REACTIVO CANTIDAD

Agua Milli-Q hastal L
Cloruro de sodio
(NaCl) 72,29

(Sigma-Aldrich, S3014)
Fosfato de potasio monobasico
(KH,POy) 43¢
(Merck-Millipore, 104873)
Fosfato de sodio dibasico
(Na,HPO0, 2H,0) 19¢
(Fluka, 71645)

5.a.6) Tampén PBS-Tween 0,1% (TPBS), paralL

REACTIVO CANTIDAD

Agua Milli-Q 900 ml
Tampodn PBS (10X)
(apéndice 5.a.5)

Tween
(Sigma-Aldrich, 9005-64)

100 ml

1ml

5.b) Determinacion de la concentracién de proteinas mediante el método de Lowry

La concentracion de proteinas de las muestras se estim6 mediante el método colorimétrico de Lowry
(Lowry et al 1951) siguiendo el protocolo descrito a continuacion:

—2Reactivos y soluciones

Solucion stock de albimina de suero bovina a 500 pg/ml, para 10 ml: se disolvieron 5 mg de BSA
(Sigma-Aldrich, A3059) en 10 ml de agua Milli-Q y se prepararon alicuotas de 500 pl que se conservaron a -80
°C.

Solucién de carbonato sodico al 2 %, para 50 ml: se disolvié 1 g de carbonato sédico anhidro
(Na,CO3, Panreac, 131648.1210) en 50 ml de agua Milli-Q y se conservo la solucién a 4 °C.

Solucion de sulfato de cobre al 1 %, para 50 ml: se disolvieron 0,5 g de cobre (1) sulfato anhidro
(CuSOy,, Panreac, 122726.1209) en 50 ml de agua Milli-Q conservandose la solucion a 4 °C.

Solucién de tartrato sodico al 2 %, para 50 ml: se disolvid 1g de tartrato sédico anhidro (Na,C,;H,O,
Panreac, 121720.1210) en 50 ml de agua Milli-Q y se conservé la solucién a 4 °C.

Solucién de hidroéxido sédico 1,2 N, para 50 ml: se disolvieron 2,4 g de hidréxido sédico (Panreac,
1316877787.1211) en 50 ml de Agua Milli-Q conservandose la solucion a 4 °C.

Reactivo alcalino de cobre (ACR): se mezclaron en una proporcion 100:1:1 las soluciones Na,CO; al
2 %:Na,C,H,O¢ al 2 %:CuSO,al 1 %.

Reactivo fenol de Folin-Ciocolteus, 2 N (Sigma-Aldrich, F9252)
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—2Procedimiento

A partir de una solucién stock de BSA a 500 pg/ml, se prepar6 la curva patron (n = 3 para cada
concentracion) tal y como se muestra en la tabla:

Volumen de BSA | Volumen de

Tubo 500 pg/mi agua Milli-Q el

(uh (uh) (ug/mi)
T1 0 75 0
T2 5 75 33
T3 10 65 67
T4 20 55 133
T5 30 45 200
T6 40 35 267

Una vez preparadas las muestras de la curva patrén, se prepararon 2 diluciones (1/5 y 1/10) por cada tratamiento
a estudio (n = 2). Como blanco, se utilizaron las diluciones 1/5 y 1/10 del tampdn de homogenizado Tris-HCI
0,01 M pH 7,4 (apéndice 5.a.1) en agua Milli-Q.

A cada muestra se le afiadieron 75 pl de NaOH 1,2 N mezclandose mediante una ligera agitacion en vortex. Tras
preparar el volumen necesario de ACR, se adicionaron 750 pl de esta solucion a cada tubo, se mezcl6 mediante
una ligera agitacién en vortex y se incub6 15 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se afiadieron 75 pl de
reactivo fenol de Folin-Ciocolteus 2 N:agua Milli-Q en una proporcién 1:1 mezclandose vigorosamente con
vortex y se incubé 45 min a temperatura ambiente. Finalmente, se midié la absorbancia a 750 nm en el
espectrofotémetro (S30, Boeco).

6 Apéndice 6. ELECTROFISIOLOGIA
6.a) Liquido cefalorraquideo artificial modificado (MACSF), paral L

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD
(mM) (9)
Sacarosa
(Sigma-Aldrich, S0389) 189 64,69
Glucosa 10 180

(Fluka, G0350500)

Bicarbonato de sodio
(NaHCO:s) 26 2,18
(Sigma-Aldrich, S5761 )
Cloruro de potasio
(KCI) 3 0,22
(Sigma-Aldrich, P9541)
Sulfatato de Magnesio
(MgSO,) 5 0,60
(Sigma-Aldrich, M2643)
Cloruro de calcio
(CaCly) 0,1 0,011
(Sigma-Aldrich, C5670)
Fosfato de sodio monobasico
(NaH,PO,) 1,25 0,15
(Sigma-Aldrich, S3139)
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6.b) Liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) , paralL

CONCENTRACION CANTIDAD

COMPUESTO

(mM) (9)
Cloruro de sodio
(NaCl) 124 7,25
(Sigma-Aldrich, S3014)
Cloruro de potasio
(KCI) 3 0,22
(Sigma-Aldrich, P9541)

Bicarbonato de sodio
(NaHCO:5) 26 2,18
(Sigma-Aldrich, S5761 )

Fosfato de sodio monobasico
(NaH,PO,) 1,4 0,17
(Sigma-Aldrich, S3139)

Sulfato de magnesio (MgSQy,) 1 012
(Sigma-Aldrich, M2643) '

Glucosa
(Fluka, G0350500) 10 18

Cloruro de calcio
(CaCly) 2 0,22
(Sigma-Aldrich, C5670)
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