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Fernando Aprile Garcia Resumen

Estudio de las vias de sefializacion e inflamatorias del canal P2X7

vy su variante polimérfica GIn460Arg en células del sistema nervioso central

Resumen

Los receptores P2X7 son canales de calcio activados por ATP conformados por
subunidades de dos pasos de membrana que se asocian como homotrimeros. Sus efectos son
mediados por activacion de la via de las MAPK que incluye a BRaf y ERK 1/2. En el sistema
nervioso central, regulan la liberacion de neurotransmisores y citoquinas, y la activacion glial
frente a situaciones inflamatorias. Mediante distintos estudios genéticos se encontrd que
pacientes con trastornos depresivos poseen, con una incidencia significativa, una variante
polimorfica del gen P2X7, que consiste en un cambio de un unico nucledtido que produce la
sustitucion de Glutamina por Arginina en la posicion 460 (GIn460Arg).

El objetivo principal de esta tesis consiste en investigar la relacion funcional entre esta
variante polimorfica del receptor y la aparicion de trastornos psiquidtricos. En particular, se
estudiaron las cascadas de sefializacion activadas por el receptor P2X7, poniendo énfasis en el
ingreso de calcio extracelular tras dicha activacion, el rol de la cascada de las MAPK y los
efectos funcionales y transcripcionales que derivan de dicha activacion.

Primeramente, se observd que en homocigosis la variante mutada de P2X7 tiene la
misma funcionalidad que el receptor wild-type (WT). En cambio, cuando ambas subunidades
fueron coexpresadas se produjo una marcada disminucion en la entrada de calcio y en la
activacion de la MAPK ERK 1/2. Se demostré ademés que ambas subunidades interactiian
fisicamente en la membrana celular de células coexpresoras, asociandose para formar trimeros
funcionales de P2X7 compuestos por subunidades WT y GIn460Arg. A su vez, nuestro grupo
colaborador en el Max-Planck en Munich, Alemania, demostré6 que solamente los ratones
knock-in que expresan ambas variantes del receptor P2X7 humano, y no aquellos que
expresan una unica variante, muestran alteraciones del comportamiento similares a aquellas
que presentan pacientes con depresion.

A continuacion, se buscaron proteinas involucradas en la transduccion de sefiales de
P2X7 de interés en el marco de mecanismos inflamatorios o con un posible rol en depresion.
Se detectd asociada a BRaf a la proteina Poli ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP1), enzima
clave en la respuesta celular a procesos inflamatorios. Se demostré que P2X7 activa a PARP1,

aumentando los niveles totales de poli ADP-ribosilacion. Estos resultados identifican a
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PARPI como un modulador clave de la transduccion de sefiales de P2X7, y describen por
primera vez a P2X7 como activador de PARP1.

Ademas se realiz6 un microarray de expresion génica con el fin de caracterizar las
consecuencias de la coexpresion de ambas variantes a nivel transcripcional. Con estos datos
se realiz6 un andlisis bioinformatico global de los perfiles de expresion génica, con el cual se
hallaron alteradas distintas vias de sefializacion relacionadas con inflamacion y depresion.
También identificamos genes candidatos con expresion alterada que resultan de maximo
interés en el mismo contexto: CHUK (o IKKa, quinasa del inhibidor de NFxB o) y RCAN1
(regulador de calcineurina 1). Esta expresion diferencial detectada en el microarray fue
posteriormente confirmada en distintos modelos, validando y profundizando dichos hallazgos.

En conclusiéon, mediante la caracterizacion de las vias de transduccion de sefiales
asociadas a la activacion de las distintas variantes de P2X7, el andlisis de su impacto
transcripcional y su asociacion con nuevas moléculas se describen por primera vez los
mecanismos moleculares y celulares que podrian proveer una explicaciéon a la asociacion
entre la presencia de la variante mutada de P2X7 y la aparicién de trastornos psiquidtricos

como la depresion.

Palabras clave: P2X7, Calcio, ERK1/2, PARP1, Microarray, Depresion.
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Study of signaling and inflammatory pathways of the P2X7 channel

and its polymorphic variant GIn460Arg in central nervous system cells

Abstract

P2X7 receptors are ATP-gated calcium channels conformed by subunits with two
transmembrane domains that assemble as homotrimers. Its effects are mediated by activation
of the MAPK pathway that involves BRaf and ERK 1/2. In the central nervous system, they
regulate neurotransmitter and cytokine release, as well as glial activation after inflammatory
injury. Different genetic approaches have demonstrated that a significant amount of
psychiatric patients suffering from major depression possess a polymorphic variant of the
P2X7 gene, consisting in a single nucleotide change leading to a Glutamine for Arginine
subtitution at the position 460 (Gln460Arg).

The main aim of this thesis is to investigate the functional interplay between this
polymorphic variant and the onset of psychiatric symptoms. More specifically, signaling
pathways elicited by P2X7 receptor were studied, with special emphasis in calcium uptake,
MAPK role and the functional and transcriptional effects derived from their activation.

First of all, we report that the P2X7 polymorphic variant show the same functionality
than its wild-type (WT) counterpart when expressed in homocygosis. In contrast, calcium
uptake and MAPK ERK 1/2 activation were severely diminished when both subunits were
coexpressed. We also show that both subunits physically interact in coexpressing cells,
therefore assembling P2X7 receptors that bear WT and GIn460Arg subunits. At the same
time, our partner research group at the Max-Planck Institute in Munich, Germany, showed
that only knock-in mice for both variants of the human P2X7 receptor show behavior
alterations reminiscent of those observed in psychiatric patients, while homozygous knock-in
mice do not.

Afterwards, we looked for novel proteins involved in P2X7 signaling pathways that
would be of interest in the context of inflammation and depression. We detected Poly ADP-
ribose polymerase (PARP1), a key enzime for cellular response to inflammatory processes.
P2X7 activates PARP1, enhancing cellular levels of ADP-ribose. These results identify
PARP1 as a key modulator of P2X7 signaling mechanisms, and describe P2X7 as a novel
activator of PARP1.

Also, we performed an expression microarray with the aim of depicting the

transcriptional consequences of coexpressing both variants. This data was used to carry out a
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global bioinformatic analysis of gene expression profile. We found that different signaling
pathways related to inflammation and depression were altered. We also found candidate genes
with altered gene expression that are of interest in this context: CHUK and RCANI. Their
differential expression detected on the microarray was confirmed employing different models,
therefore validating and gaining insight into these findings.

Summing up, by means of characterizing the signaling pathways associated to the
activation of the different P2X7 variants, the analysis of their transcriptional impact and the
association with novel molecules we describe for the first time the molecular and cellular
mechanisms that could provide an explanation for the association between the P2X7

polymorphic variant and the appearance of psychiatric illnesses such as depression.

Keywords: P2X7, Calcium, ERK1/2, PARP1, Microarray, Depression.
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Abreviaturas
ACTH Corticotrofina
ADN Acido desoxirribonucleico
AMPc Adenosin monofosfato ciclico
ARNm Acido ribonucleico mensajero
ATP Adenosin trifosfato
BDNF Factor neurotrofico derivado del cerebro
BPD Desorden bipolar
BzATP Benzoil adenosin trifosfato
Co-IP Co-inmunoprecipitacion
CRH Hormona liberadora de corticotrofina
CRHRI1 Receptor de tipo 1 de hormona liberadora de corticotrofina
CSDS Estrés por derrota social cronica
DAG Diacilglicerol
DMSO Dimetilsulféxido
EEG Electroencefalograma
ES Error estandar
FRET Transferencia de energia por resonancia de Forster
GABA Acido gama amino butirico
GO Gene Ontology
GSEA Gene set enrichment analysis
h Hora/s
HIS Histidina
HPA Eje hipotdlamico-hipofisario-adrenal
IkB Proteina inhibidora de kB
IKK Quinasa de 1kB
IL Interleuquina
MAPK Protein quinasa activada por mitogenos
MDD Trastorno depresivo mayor
min Minuto/s
NREMS Suefio de tipo movimiento no rapido de ojos
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
PAR Poli ADP-ribosa
PKC Protein quinasa C
PLC Fosfolipasa C
PLD Fosfolipasa D
REMS Suefio de tipo movimiento rapido de ojos
ROI Region de interés
S Segundo/s
SDS Dodecil sulfato de sodio
SNC Sistema nervioso central
SNP Polimorfismo de nucleétido tnico
STREP Streptavidina
WB Western blot
WT Wild type
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1. Depresion

1.1. Introduccion

La existencia de depresion como enfermedad ha sido reconocida con el término
melancholia en textos médicos que datan desde la antigua Grecia. El término depresion
describe tanto un estado de animo transitorio experimentado por casi todas las personas en
algiin momento de su vida asi como también describe una enfermedad clinica. La depresion es
una enfermedad que incluye desérdenes en los lazos afectivos y en el estado de a&nimo, en las
funciones neurovegetativas (alteraciones del apetito y del suefo), en la funcion cognitiva
(sentimiento de culpa inapropiada y sentimientos de inutilidad) y en la actividad psicomotora
(problemas de comportamiento o retardo mental) (1).

Entre estas serias enfermedades mentales el trastorno depresivo mayor (del inglés,
major depressive disorder, MDD) y el desorden bipolar (del inglés, bipolar disorder, BPD)
son los de mayor prevalencia (2). Ambas enfermedades se caracterizan no solo por un
profundo desajuste de los lazos afectivos y del estado de &nimo, sino que también estan
asociadas a la pérdida de la funcidon cognitiva, alteraciones del apetito y del suefo, fatiga y
muchas otras alteraciones metabolicas, enddcrinas e inflamatorias (3, 4). Habitualmente se
nombra al MDD como desorden unipolar para distinguirlo del BPD, el cual es un estado
depresivo con episodios de mania (5).

El criterio de diagndstico actual para el MDD abarca un consenso clinico e histdrico
sobre los sintomas y signos mas importantes de la enfermedad depresiva. Sin embargo, los
individuos afectados muestran una amplia variacion en sus sintomas clinicos. Ademas, las
convenciones actuales para el diagndstico resultan un poco arbitrarias, de manera que atin hoy
continia el debate acerca de la mejor manera de diagnosticar estas enfermedades tan
complejas (6). La etiologia de la depresion es desconocida, si bien hay varias teorias con
distinto nivel de aceptacion (7). El MDD puede ser espontaneo pero a menudo sigue a una
experiencia emocional traumatica o puede ser sintoma de otras enfermedades, casi siempre
neurologicas, (por ejemplo, accidente cerebrovascular, esclerosis multiple o enfermedad de
Parkinson) o enddcrinas (Enfermedad de Cushing o hipotiroidismo). EIl MDD también puede

estar desencadenado por compuestos farmacologicos o drogas de abuso (8).
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1.2. Epidemiologia

El MDD tiene una prevalencia media a lo largo de la vida del 21% y alrededor de un
5% de la poblacion padece esta enfermedad (9). El MDD es el méas comtn de los desordenes
psiquiatricos y también una de las enfermedades mas habituales, sobre todo en paises
desarrollados. La prevalencia es mayor en las mujeres: el radio de prevalencia entre mujeres y
hombres oscila entre 1,5 y 2,5 (10). Cerca del 50% del riesgo de sufrir depresion se debe a
factores genéticos (1). Estos factores genéticos pueden estar influenciando tanto el riesgo
global de sufrir la enfermedad como también la sensibilidad del individuo a las adversidades
ambientales que se le presentan a lo largo de la vida. Se han identificado varios factores de
riesgo posibles para el MDD. Un amplio rango de adversidades provenientes del ambiente
tales como pérdida del trabajo, dificultades maritales, graves problemas de salud y la pérdida
de relaciones afectivas cercanas estan asociadas con un aumento sustancial en el riesgo de
sufrir de MDD (11). Las dificultades en la nifiez, incluyendo el abuso sexual y fisico, también
aumentan el riesgo de sufrir MDD mas tarde en la vida. Por ultimo, ciertas caracteristicas en
la personalidad parecen aumentar el riesgo de sufrir MDD, que incluyen la predisposicion a
desarrollar alteraciones emocionales en situaciones de estrés (1). De esta manera se
caracteriza a la depresion como una enfermedad habitual, costosa (12) y recurrente (13),
asociada a una alta morbilidad y exceso de mortalidad (14). Hay pronosticos que indican que
la depresion se convertird en la segunda causa de invalidez a nivel mundial (por detras de las

enfermedades coronarias) (15).

1.3. Neurobiologia de la depresion

Acerca de la neurobiologia de estos trastornos han surgido varias hipdtesis con
evidencias experimentales que las apoyan en mayor o menor medida. El mecanismo
terapéutico comun de las drogas antidepresivas mas empleadas es la potenciacion de la
neurotransmision serotonérgica y noradrenérgica. Dada la efectividad aparente de los
farmacos usados (inhibidores de la recaptacion selectiva de noradrenalina y/o serotonina, e
inhibidores de las enzimas degradativas de aminas bidgenas), durante los ultimos cuarenta
afios la investigacion en MDD se centrd en la transmision serotonérgica y noradrenérgica (16,
17). Sin embargo, aun no se han descubierto los mecanismos causantes de la alteracién en

estos tipos de neurotransmision. Ademas, los altos niveles de efectos secundarios producidos
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por estos farmacos, asi como también su falta de efectividad en aproximadamente la tercera
parte de los pacientes, han llevado a la conclusion de que la hipdtesis de una transmision
serotonérgica o noradrenérgica alterada no puede explicar por si sola los mecanismos

patologicos de la depresion. Es asi como se han elaborado otras teorias (18).

1.3.1.  Glutamato

En la década de 1930 se observaron por primera vez altas concentraciones de
glutamato en el cerebro, hecho que sugiri6é que este aminoacido cumplia un rol en la fisiologia
neuronal (19). Mas adelante, al encontrar sus receptores en el cerebro se descubrido que el
glutamato cumplia efectivamente las funciones de un neurotransmisor especifico (20, 21). En
la actualidad se considera al glutamato como uno de los neurotransmisores excitatorios mas
determinantes en la funcion nerviosa (22) y se ha visto que tiene un rol fundamental en la
regulacion de la neuroplasticidad, el aprendizaje y la memoria (23).

Se han reportado evidencias de que el glutamato estd involucrado en la patofisiologia
de los desordenes del comportamiento. Se han observado cambios en los niveles de glutamato
en plasma (24, 25), suero (26), liquido cefalorraquideo (27) y tejido cerebral (28) de pacientes
con desordenes del comportamiento y victimas de suicidio. También se han encontrado
niveles alterados de glutamato en distintas areas especificas del cerebro de pacientes con
MDD o BPD (29, 30).

Por otra parte, el remodelado estructural y de dendritas en areas especificas en el
sistema nervioso central (SNC) tales como la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala
tiene un rol en los cuadros de depresion y ansiedad (31, 32). En este contexto, y teniendo en
cuenta que el glutamato es necesario para el desarrollo normal del crecimiento dendritico
(33), se ha especulado con que una neurotransmision glutamatérgica excesiva (debida
principalmente a la exposicion a estrés cronico), causa retraccion de dendritas y pérdida de
espinas neuronales (31).

Por 1ultimo, la transmision glutamatérgica podria estar alterada a nivel genético, dado

que variaciones génicas en enzimas clave pueden influenciar sus niveles in vivo (34).
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1.3.2.  BDNF

Estudios histologicos y técnicas de neuroimagen funcionales han revelado alteraciones
en la plasticidad sinaptica y estructural en distintas areas del cerebro de pacientes con MDD,
incluyendo la corteza frontal y el hipocampo (35-37). En términos fisiopatoldgicos, se ha
propuesto que estas alteraciones podrian impedir que el cerebro realice una respuesta
adaptativa correcta frente a los estimulos ambientales (38). Estas observaciones llevaron al
estudio de las neurotrofinas en el marco de depresion, dado que son factores de supervivencia
neuronal de gran importancia en el establecimiento y mantenimiento de circuitos neuronales
durante el desarrollo y también en adultos (39, 40). De esta manera, la neurotrofina BDNF
(del inglés, brain-derived neurotrophic factor) parece estar involucrada en depresion.
Primeramente se detectdé que la expresion de BDNF se encuentra disminuida en el giro
dentado del hipocampo de ratas sometidas a estrés cronico (41). Los estudios acumulados en
la ultima década indican que esta neurotrofina es central en la patogénesis de la depresion y
las conductas suicidas (42, 43). La expresion de BDNF, los genes regulados por BDNF y su
receptor TrkB se encuentra disminuida en muestras postmortem de cerebros de individuos con
depresion (44) y los niveles séricos de BDNF también se encuentran disminuidos en pacientes
con MDD (45) y ciertos polimorfismos en este gen podrian ser predictivos del estado cronico
de la enfermedad (46). Ademas, la expresion de BDNF se encuentra aumentada en pacientes
bajo tratamiento antidepresivo (47, 48). En su conjunto, estos hallazgos apoyan una relacion

causal entre BDNF y la aparicion de MDD.

1.3.3.  Hormonas del estrés y depresion

Las situaciones de estrés y sus correlatos neurobioldgicos estan fuertemente
involucrados en el origen y en el desarrollo de la depresion y trastornos de ansiedad (3, 49).
La glandula hipoéfisis secreta corticotrofina (ACTH) en respuesta a cualquier tipo de estrés, lo
que produce un aumento en la sintesis y liberacion de cortisol (corticosterona en roedores) en
la glandula adrenal. La hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y la vasopresina son los
neuropéptidos clave responsables del aumento periférico de hormonas del estrés. Ambos
neuropéptidos son sintetizados en neuronas especializadas del nucleo paraventricular del
hipotalamo e impactan en la hipdfisis via el sistema porta. Esta actividad neuroendodcrina se

asocia con una gran cantidad de otras proyecciones neurales lo que produce la liberacion de
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estos neuropéptidos en muchas areas cerebrales implicadas en la neuroanatomia de la
depresion y ansiedad, incluyendo el nucleo central de la amigdala, el hipocampo y estructuras
corticales (50). Tanto CRH como la vasopresina estan involucrados en la adaptacion al estrés
dado que producen variadas respuestas comportamentales orientadas a lidiar con una amenaza
de manera Optima. De cualquier manera, cuando la situacion de estrés se prolonga en el
tiempo y se produce una hipersecrecion de estos neuropéptidos, los efectos benéficos de un
principio se convierten en una mayor susceptibilidad a comportamientos de ansiedad y
depresion (51). La administracion central de CRH en roedores o la sobreexpresion en ratones
transgénicos produce cambios comportamentales incluyendo sintomas relacionados con
ansiedad y depresion (52-54). Un alto nimero de investigaciones de indole bésica y clinica
indican que la depresion estd asociada a una mala respuesta al estrés, debido al mal
funcionamiento del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (del inglés, HPA). (3, 55). Los
niveles alterados en las hormonas son una caracteristica constante de los desérdenes del
comportamiento y pueden anticipar el inicio de MDD (56), lo que apoya el rol del eje HPA en
esta enfermedad (57). CRH se encuentra elevado en depresion y trastornos de ansiedad (58,
59).

En este sentido, la activacién de mecanismos de sefializacion intracelulares mediados
por CRH en distintas areas cerebrales resulta de gran interés. La inyeccion
intracerebroventricular de CRH in vivo produce un patron especifico de activacion de la
MAPK ERK 1/2 en el cerebro de raton, en areas limbicas del hipocampo y la amigdala (60).
Estos resultados fueron confirmados en ratones transgénicos sobreexpresores de CRH en
areas limbicas (61). Dichas areas estan relacionadas con el procesamiento de la informacion
ambiental y aspectos comportamentales del estrés. Estudios posteriores en ratones knock out
demostraron que este efecto de CRH es mediado por su receptor de tipo 1 (CRHR1) en éareas
limbicas (62). El hecho de que esta activacién produzca un patron de activacion de ERK 1/2
tan especifico aun cuando los mismos se expresan de manera abundante en todo el cerebro
sugiere que la conexion funcional entre CRHR1 y la activacion de ERK 1/2 son especificos de
area (58).

La hipersecrecion de CRH produce no solo alteraciones neuroenddcrinas sino también
cambios comportamentales. El liquido cefalorraquideo de pacientes deprimidos contiene altos
niveles de CRH (51, 63), y se han detectado alteraciones en ensayos neuroendocrinos en
pacientes con depresion (63, 64). Entre las alteraciones en las hormonas del estrés observadas

en MDD se incluyen la pérdida de la inhibicion de liberacion de cortisol por dexametasona,
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niveles aumentados de cortisol, mayor secrecion de cortisol y una respuesta hiperactiva frente
al estrés psicoldgico. Este mal funcionamiento del eje HPA es un buen predictor de la
respuesta al tratamiento con antidepresivos (65-67). Por otra parte, un mal funcionamiento de
los receptores de corticosteroides (el receptor de glucocorticoides y el receptor de
mineralocorticoides) produce un aumento en magnitud y tiempo en la secrecion de los
neuropéptidos CRH y vasopresina en el cerebro y de ACTH vy cortisol en la periferia (68). El
cortisol es la principal hormona efectora de los mecanismos de respuesta al estrés. Dado que
muchos genes expresados en el cerebro son activados o reprimidos por los corticoides, los
cuales atraviesan facilmente la barrera hematoencefalica, la continua exposicion a esta
hormona del estrés (hipercortisolemia) también produce cambios en el comportamiento. (69),
incluyendo comportamientos depresivos. Otra consecuencia a nivel comportamental de la
hipercortisolemia es el déficit cognitivo, el cual esta asociado a depresion. Diversos estudios
sugieren que la secrecion excesiva de corticosteroides afecta a las neuronas hipocampales
aumentando su vulnerabilidad a la neurotransmision excesiva de glutamato y estrés oxidativo
(70-72). En consecuencia se supone que la exposicion cronica a niveles elevados de
glucocorticoides aumenta la vulnerabilidad del hipocampo, lo que produciria susceptibilidad
al desarrollo de desordenes relacionados con el estrés. Los antidepresivos probablemente
producen su efecto terapéutico también mediante el aumento de la neurogénesis hipocampal
(73). En linea con esta observacion, un gen blanco del receptor de glucocorticoides que inhibe
la neurogénesis hipocampal, SGK/ (del inglés, serum- and glucocorticoid- inducible kinase
1), se encuentra sobreexpresado en pacientes con depresion y en modelos animales de
comportamiento depresivo (70).

Ademas, existen evidencias que sugieren que los corticosteroides modifican la funcion
del BDNF, lo que significaria una relacion funcional entre las hormonas del estrés y los
efectos del BDNF. Esto estaria implicado en la patogénesis del MDD (74). En su conjunto,
todas estas observaciones apoyan el concepto segun el cual la desregulacion del eje HPA es un

factor de riesgo para la depresion (3).

1.3.4.  Inflamacion y depresion

La respuesta inflamatoria es un proceso fisioldgico que protege al organismo contra

infecciones y patogenos y repara los tejidos dafiados. Dicho proceso es favorable para el

organismo, dado que promueve la activacion de varios mediadores inflamatorios con el fin de
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remover el agente dafiino (75). El proceso de inflamacion tiene varias etapas. A nivel celular
hay una marcada respuesta a los estimulos proinflamatorios, y como resultado se producen
citoquinas y quemoquinas (76). A nivel molecular, la aparicion de sefiales proinflamatorias
desemboca predominantemente en la activacion de los factores de transcripcion AP-1 y
NF«B, los cuales a su vez inducen la expresion de los mencionados mediadores inflamatorios,
lo que asegura la propagacion de la respuesta inflamatoria (77-79). Sin embargo, es necesario
el retorno a la homeostasis, dado que si la respuesta inflamatoria se prolonga indefinidamente
puede provocar daio a los tejidos y estados de inflamacion cronica y autoinmunidad (80).

Luego de un dafio, se produce la liberacion local de mediadores inflamatorios tales
como las citoquinas Interleuquina 1 (IL-1), Interleuquina 6 (IL-6) y TNFa, (del inglés, Tumor
necrosis factor alpha), los cuales actiian en el SNC activando al eje HPA (81-84), que como ya
se mencioné es el componente principal de la respuesta endocrina al estrés. Estas citoquinas
producidas en la periferia pueden actuar ya sea via el nervio vago que censa infecciones
viscerales y transmite la sefial a nlcleos cerebrales en regiones como el hipotdlamo y la
amigdala, ya sea uniéndose al endotelio vascular e induciendo la produccion de
prostaglandinas o finalmente pueden ingresar al cerebro mediante un sistema de transporte
activo (85-87). Una vez en el cerebro, estas citoquinas estimulan su propia sintesis (88, 89).
Esto produce la activacion del eje HPA culminando en la secrecion de glucocorticoides en la
glandula adrenal. Los glucocorticoides regulan la respuesta inmune, poniéndole fin. Los
mayores efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides se producen a través de la
inhibicién de la actividad transcripcional de los factores de transcripcion inflamatorios AP-1 y
NF«kB, de lo que resulta una inhibicion de la produccion de citoquinas y mediadores
inflamatorios (77, 90). El rol de los glucocorticoides no esta restringido a estos factores de
transcripcion, sino que en los Ultimos afios se ha expandido a otros factores incluyendo
CREB, NFAT, STAT, T-bet y GATA-3, importantes mediadores de la respuesta inmune (91-
93)

De esta manera, hay un profundo dialogo entre las citoquinas, la activacion del eje
HPA y la modulacién por glucocorticoides, controlando en su conjunto la respuesta
inflamatoria dado que el aumento en los niveles de glucocorticoides luego de la activacion del
eje HPA por las citoquinas proinflamatorias contribuye al mantenimiento de la homeostasis
durante la respuesta inmune (94). La alteracion de estos mecanismos de retorno a la
homeostasis con inflamacion cronica es uno de los procesos fisiopatologicos mas

determinantes en muchas enfermedades, incluyendo depresion (80, 84, 87, 95).
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En roedores, la influencia de la inflamacion sobre el comportamiento se asocia con el
“comportamiento de enfermedad” (del inglés, “sickness behavior”), que se caracteriza por
letargo, un disminuido interés por aquello que los circunda, aislamiento social y menor
consumo de agua y comida. (84, 96, 97). Estos sintomas correlacionan con los sintomas de
depresion en humanos. Los mediadores comunes de este tipo de comportamiento son las
citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-6. TNFa e INF-y (interferon gamma). Se ha visto en
distintos modelos cémo estas moléculas inflamatorias pueden estar relacionadas con estados
depresivos. El estrés cronico y agudo induce comportamiento anheddénico y efectos
antineurogénicos en ratones, los cuales pueden ser revertidos mediante administracion del
antagonista del receptor de IL-1p, IL-1Ra (98, 99). IL-18 y TNFa parecerian tener un rol
directo en depresion dado que inhiben la expresion de BDNF que, como se menciono, es
clave en los procesos depresivos. Como se dijo con anterioridad, un rasgo caracteristico
observado en pacientes con MDD son los elevados niveles de glucocorticoides. Sin embargo,
a pesar del potente efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides, los pacientes con MDD
muestran elevados niveles de citoquinas proinflamatorias en circulacion, incluyendo IL-1, IL-
6, TNFa y algunos receptores solubles de interleuquinas (100-102). Las citoquinas
proinflamatorias participan no solo en la respuesta inmune innata y en los mecanismos de
inflamacién, sino que también tienen efectos metabdlicos y enddcrinos importantes que
incluyen el metabolismo de neurotransmisores, la funcion neuroenddcrina y la plasticidad
neuronal. Sorprendentemente, la administracion de IL-6 en animales induce un
comportamiento depresivo y neutraliza el efecto antidepresivo de la fluoxetina (103). De
manera similar, individuos tratados con citoquinas inflamatorias como IFN-a (interferon alfa)
e IL-2 desarrollan un cuadro depresivo que es indiferenciable de la depresion (104, 105).
Ademas, es muy habitual que la depresion acompafie a enfermedades donde hay una clara
activacion del sistema inmune, como por ejemplo enfermedad cardiovascular, diabetes de tipo
2 (106) y artritis reumatoidea. Asi, individuos con antecedentes de infarto de miocardio
poseen marcadores inflamatorios en circulacion y una mayor incidencia de depresion (107,
108). Un meta andlisis de pacientes con artritis reumatoidea mostraron un marcado aumento
en la incidencia de depresion (109). Estas tres lineas de evidencia clinica, a saber: induccion
de depresion por administracion de citoquinas, incidencia aumentada de depresion en
poblaciones afectadas con enfermedades inflamatorias cronicas o autoinmunes y
biomarcadores de inflamacion elevados en circulacion, constituyen el fundamento de la

hipoétesis de la inflamacién en depresion.

28



Fernando Aprile Garcia Introduccion

1.4. Astrocitos y depresion

La glia fue identificada en primera instancia en el siglo XIX como grupo de células no
neuronales. En aquel entonces se consideraba que la glia no era mas que un elemento de
sostén para las neuronas y que no participaba en el procesamiento de la informacion. En las
ultimas dos décadas, la investigacion ha cambiado esta percepcion y se han generado
evidencias de que la glia es un elemento dindmico fundamental y que interactiia
constantemente con las neuronas participando en el metabolismo cerebral, la transmision
sinaptica y la comunicacion entre neuronas (110). El descubrimiento de nuevas funciones
gliales coincide con el aumento de la evidencia que involucra a la glia en la neuropatologia de

desérdenes neuroldgicos y desordenes psiquiatricos, tales como MDD y BPD (111, 112).

1.4.1.  Tipos de células gliales

Las células mas numerosas del cerebro son las de la glia, superando a las neuronas en
un radio de 10 a 1. Este radio cae a 1 a 1 en roedores, lo que implica que el aumento de glia
con respecto a las neuronas estaria asociado con un desarrollo progresivo de funciones
cerebrales mas complejas (113). La glia del SNC, colectivamente denominada como
neuroglia, puede ser dividida en tres subtipos: los astrocitos, los oligodendrocitos (ambos
derivados del ectodermo) y la microglia (que se origina a partir del linaje de los monocitos y
macrofagos). Cada tipo glial est4 caracterizado por una morfologia y funciones especificas y
pueden ser distinguidas entre si mediante inmunohistoquimica o microscopia.

Los tres tipos de glia del SNC tienen un rol crucial en el adecuado funcionamiento de
las neuronas. Algunas funciones gliales estdn mas especializadas y restringidas a un tipo
particular de glia (por ejemplo los oligodendrocitos producen mielina para aislar a los axones
neuronales), mientras que otras funciones son compartidas por varios tipos de glia (por
ejemplo tanto los astrocitos como la microglia participan en la respuesta al dafio neuronal y
secretan neurotrofinas). Las funciones de la astroglia son de las mas complejas entre las

células gliales y las mas relacionadas con la patofisiologia de la depresion (114).
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1.4.2.  Astrocitos

Los astrocitos son el tipo celular glial mas numeroso y versatil. Habitualmente, sus
proyecciones se adhieren a los vasos sanguineos formando prolongaciones, de manera que
envuelven al vaso y forman una membrana limitante. Asi, tienen un rol fundamental en la
formacion y mantenimiento de la barrera hematoencefalica, de modo de restringir el pasaje de
moléculas solubles y sustancias toxicas desde la sangre hacia el cerebro. Ademas, dichas
prolongaciones son muy ricas en transportadores de glucosa, lo que permite que los astrocitos
capten glucosa, el principal combustible energético para las neuronas y la glia.

Los astrocitos expresan todos los receptores y canales idnicos descriptos en neuronas
(115-118). Ademas, modulan los niveles extracelulares de neurotransmisores a través de
transportadores especificos localizados en sus prolongaciones. Este sistema de transportadores
regula tanto la disponibilidad como la recaptacion de neurotransmisores a nivel sinaptico
(119). Se ha visto que los astrocitos son importantes en la recaptacion de glutamato (120),
GABA (121), serotonina (122), dopamina (123), noradrenalina e histamina (123); y que
poseen las enzimas monoamino oxidasa (MAO) y catecol-O-metiltransferasa (COMT), ambas
necesarias para regular los niveles extracelulares de estos neurotransmisores (124). Por otra
parte, la habilidad que poseen los astrocitos en cultivo de captar serotonina puede ser
bloqueada mediante el tratamiento con fluoxetina o paroxetina (122), lo que sugiere que la
glia participaria junto con las neuronas de los efectos terapéuticos de estos compuestos en
depresion. De esta manera, los astrocitos constituyen un elemento crucial en la “sinapsis
tripartita” entre la neurona presindptica, las prolongaciones del astrocito y la neurona
postsinaptica, promoviendo la comunicacion eficiente entre las neuronas.

Los astrocitos participan activamente en la recaptacion, metabolismo y reciclado del
glutamato. Mediante la recaptacion del mismo, los astrocitos regulan los niveles
extracelulares mediante un transportador de glutamato expresado exclusivamente en astrocitos
(GLT-1 en roedores y EAAT-2 en el cerebro humano) (120). Sorprendentemente, el 90% de la
recaptacion de glutamato cerebral se debe a este transportador (125). Dado que las
concentraciones elevadas de glutamato extracelular producen muerte neuronal, se infiere que
los astrocitos tienen un rol importante en la neuroproteccion por medio de la disminucion de
dichos niveles (111). Asi, los niveles disminuidos de glutamato extracelular protegen a las

neuronas y la delecién de GLT-1 en ratones produce daiio neuronal (115).
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Por otra parte, los astrocitos cumplen un rol en los procesos inflamatorios y
neurodegenerativos. Estos, la microglia y los oligodendrocitos son a la vez la fuente y el
blanco de varias citoquinas inflamatorias (por ejemplo IL-1, IL-6 y TNFa), que como ya se
explicod se expresan en condiciones patologicas y estan involucradas en la regulacion de la
neuroinflamacion. Los astrocitos responden activamente frente al dafio neuronal, por lo que
participan en los procesos neurodegenerativos; se activan en respuesta al dafio, aumentando su
tamafio y nimero. Los astrocitos asi activados también sintetizan y liberan neurotrofinas tales
como NGF, BDNF y GDNF (del inglés, glial-derived neurotrophic factor) (124). Como ya se
menciond, estos factores son importantes para la supervivencia neuronal, crecimiento,
diferenciacion y en la plasticidad y eficiencia sinaptica, por lo que son cruciales en la
patofisiologia de la depresion (126). Por todo ellos se considera potencialmente a la glia como
un nuevo blanco para la accion de los tratamientos antidepresivos (126).

La alteracion de las funciones descriptas o el cambio en el numero y morfologia de las
células gliales en areas del cerebro relacionadas con aspectos emocionales del
comportamiento podria ser un factor etiologico en el inicio o progresion de los desordenes
depresivos. Efectivamente, en pacientes con MDD o BPD, se detecta menor numero de
células gliales en estas areas, lo cual puede ser una consecuencia de varios factores que
impidan un normal desarrollo o funcion glial en el contexto de depresion. Hay varios factores
que podrian estar influyendo sobre la glia en la neurofisiologia de la depresion, entre ellos
hormonas del estrés, neurotransmisores como glutamato o noradrenalina y citoquinas

inflamatorias (114).

1.5. Componente genético en depresion

La depresion tiene un fuerte componente genético que contribuye en gran medida a la
etiologia de la enfermedad. Esta afirmacion se basa en las observaciones realizadas en
estudios familiares de gemelos y adopcion, donde se vio que la heredabilidad de los trastornos
depresivos es alta, siendo de entre 34% y 42% para MDD (127) y entre 60% y 85% para BPD
(128). Sin embargo, la identificacién de genes de susceptibilidad para depresion mediante
estudios de asociacion y ligamiento genético ha sido muy complicada, y muchos hallazgos en
este sentido no han podido ser reproducidos (129).

La identificacion individual de genes candidatos asociados a MDD y BPD es dificil

dado que estas enfermedades psiquidtricas complejas estan bajo la influencia de muchos
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genes en simultdneo y estdn asociadas con la interaccion entre las variantes génicas y la
exposicion a factores ambientales (130). De esta manera, MDD ha sido asociado con
polimorfismos en el gen del receptor de glucocorticoides NR3C1 (131), el gen de la MAO
(132), el gen de la glicogeno sintasa kinasa 33 (133) y el gen del receptor metabotropico de
glutamato GRM3 (134).

Se han obtenido mejores resultados cuando se estudiaron genes asociados con
mecanismos bioldgicos conocidos o con vias metabdlicas de drogas antidepresivas. Por
ejemplo, existe una insercion funcional en el promotor del gen del transportador de serotonina
SLC6A4, que junto con distintos polimorfismos de nucledtido tinico no sinénimos (del inglés,
SNP) en el gen del receptor de serotonina 2a estan asociados con la respuesta a los
antidepresivos basados en la respuesta a serotonina (135). También se ha encontrado que el
gen glutamatérgico GRIK4 y un polimorfismo en el gen BDNF estan asociados con la
respuesta a distintos antidepresivos (136). Variaciones genéticas en el gen FKBPS5, que
codifica para una cochaperona del receptor de glucocorticoides que contribuye a la unioén del
cortisol, se asocian con la respuesta a antidepresivos (137), al igual que una variante del gen
de la COMT que altera su actividad (138). Otros estudios de asociacion genética a gran escala
sugieren que la efectividad de los antidepresivos se puede prever por marcadores genéticos
distintos a los tradicionales. Estos nuevos genes incluyen a CRHR! y al gen que codifica para
la proteina de uniéon a CRH (CRHBP) (139).

Por ultimo, un gen candidato para susceptibilidad a desordenes del comportamiento es
P2RX7, el cual ha sido identificado repetidamente en varios estudios genéticos de los ltimos
afios (140-142). Este gen codifica para el receptor P2X7, un canal de calcio con funciones
muy importantes en el SNC. Este receptor es el objeto de estudio de esta tesis, por lo que a

continuacion se ofrece un resumen del conocimiento actual sobre esta molécula.

2. Receptores purinérgicos

El nucleodtido adenosina trifosfato (ATP) es la fuente de energia libre empleada por
todas las células. En la década de 1950 se observd por primera vez que algunos nervios
liberaban ATP (143), lo que llevd a proponer la existencia de “nervios purinérgicos” (144).
Este concepto resultd muy significativo dado que le confirié una accidon extracelular a una

molécula histéricamente restringida al espacio intracelular. En la actualidad hay fuertes
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evidencias a nivel molecular, celular y sistémico que dan cuenta de los mecanismos de
sefalizacion mediados por ATP durante diversos procesos fisiologicos, lo que coloca a la
sefalizacion por ATP en un lugar de gran importancia. En términos evolutivos, el ATP resulta
indispensable no solamente dentro de las células como molécula de energia, sino también
como molécula de sefializacion entre ellas (145).

La transmision purinérgica (asi llamada debido a que los neurotransmisores son
derivados de purinas, entre ellos el ATP) consiste en la liberacion de estas a través de nervios
a modo de transmisor o cotransmisor, que actian como moléculas de sefalizacion extracelular
tanto en sinapsis como en uniones neuroefectoras. Al dia de hoy, se cuenta con extensas
pruebas del papel neurotransmisor del ATP, si no en todas, en la mayoria de las neuronas
centrales y periféricas. Asi, se fue observando como esta molécula tiene un papel tanto
fisiolégico como patoldgico en el organismo, lo que convierte a estos mecanismos de
comunicacion en importantes blancos terapéuticos para combatir un variado numero de
afecciones (146).

La existencia de receptores purinérgicos se halla implicita en el concepto de
transmision purinérgica. En un primer momento, se dividio a estos receptores en dos grandes
familias, receptores P1 activables por adenosina y receptores P2 cuyo ligando es el ATP/ADP
(147). Luego de muchos estudios para caracterizar a estos receptores que incluyen, entre
otros, andlisis farmacoldgicos, estructurales y de transduccion de sefiales, se dividié a su vez a
los receptores P2 en dos subfamilias, a saber: receptores P2X que son canales idnicos
activados por ligando y receptores P2Y acoplados a proteinas G. En la actualidad se conocen

siete subunidades de receptores P2X y ocho de P2Y (148).

2.1. Receptores P1

Los receptores P1 tienen como ligando a la adenosina. Hasta el momento han sido
clonados cuatro subtipos, identificados como Aj, Aza, A y Az respectivamente. Su
caracteristica distintiva es que son receptores acoplados a proteina G. Como tales, poseen siete
dominios transmembrana de aminoacidos hidrofobicos, cada uno de ellos conformado por una
a-hélice de entre 21 y 28 aminoacidos. El extremo aminoterminal se ubica en el espacio
extracelular mientras que el extremo carboxilico es citosolico. Las porciones intracelulares
interactiian con la proteina G apropiada, de modo de desencadenar la transduccion de sefiales

intracelulares al activarse el receptor. En cuanto a la union del ligando, los residuos
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aminoacidicos entre las regiones transmembrana son los mas importantes, asi como también
los que confieren especificidad a esta unidon (149). Los receptores Pl se expresan
predominantemente en tejidos neuronales. Asi, se los puede encontrar en neuronas de corteza
cerebral, cerebelo, hipocampo y médula espinal, pero también en sistema nervioso periférico.
En cuanto a su funcion, los receptores de adenosina pueden inhibir (receptores A;) o estimular
(receptores A) la comunicacion entre neuronas. De esta manera, contribuyen a una fina
regulacion de la funcion neuronal. Se ha reportado que la manipulacion de estos receptores da
lugar a alteraciones en el sueflo, mecanismos cognitivos y memoria, dafio neuronal y

neurodegeneracion (150, 151).

2.2. Receptores P2

Como ya se menciond, los receptores activables por ATP o ADP, se pueden clasificar
en canales i6nicos P2X y receptores P2Y acoplados a proteinas G. Esta caracteristica permite
referirse a los primeros como receptores purinérgicos “rapidos”, mientras que a los P2Y se los
califica como receptores “lentos” debido a la necesidad de desencadenar toda una cascada de
eventos de sefalizacion intracelular para producir sus efectos. Los receptores P2X producen
respuestas en el rango de los milisegundos dado que la union del ligando desencadena
directamente la apertura del canal. Debido a esta propiedad y a su afinidad relativamente baja
por el ATP (en el rango micromolar), los receptores P2X son capaces de transmitir la
sefializacion rapida a cortas distancias, como en el caso de liberacion de este neurotransmisor
desde una vesicula sindptica. Este fenomeno podria estar facilitando la liberacion de otros
neurotransmisores debido a la permeabilidad intrinseca de P2X al calcio, el ion que dispara la
exocitosis. De todos modos se debe tener en cuenta que la alta permeabilidad al calcio de la
mayoria de los receptores P2X influencia un amplio abanico de respuestas intracelulares, con
cursos temporales que pueden exceder la duracion de las corrientes idnicas causadas por la
activacion del receptor en si mismo (152). Por el contrario, los receptores P2Y se activan por
concentraciones nanomolares de ATP (mayor afinidad del receptor por su ligando) y esta
unidon dispara la produccion de segundos mensajeros intracelulares que, ademds de
amplificarla enormemente, prolongan su duracion cientos de milisegundos e incluso segundos
(153). Por ejemplo, la propagacion de oleadas de calcio inducidas por ATP en astrocitos es
una respuesta lenta mediada por la activacion de receptores P2Y. Esta caracteristica hace que

los receptores P2Y sean apropiados para llevar a cabo funciones neuromodulatorias dado que
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pueden detectar menores niveles de ATP desde grandes distancias del sitio de liberacion (154).

2.3. Receptores P2Y

Hasta el momento se han caracterizado 8 receptores P2Y metabotropicos: P2Y, P2Y,,
P2Y4, P2Ys, P2Yy, P2Yy,, P2Yy3, y P2Yy4. Los mismos poseen siete dominios
transmembrana, que influyen en la formacion del sitio de union del ligando con el extremo
amino terminal extracelular y el carboxilo terminal intracelular. Este ultimo dominio posee
motivos con secuencias consenso para proteinas quinasas. Entre las distintas variantes de
estos receptores, son varios los dominios transmembrana que tienen alta homologia de
secuencias mientras que los Jloops intracelulares y el extremo carboxilo terminal son
estructuralmente muy diversos, poniendo de manifiesto su capacidad de unir a distintas
proteinas G, del tipo Ggi1, Gs, Gi 0 Gip, iniciadoras de la sefalizacion intracelular. En
respuesta a la activacion por nucledtidos se pueden activar, o bien las vias de la fosfolipasa C
(PLC) y liberarse calcio de depositos intracelulares, o bien la adenilil ciclasa, modificaAndose
los niveles de AMP ciclico (AMPc) (155).

Los receptores P2Y no se activan solamente por ATP sino también por otros
nucledtidos, como ADP, UTP, UDP y glucosa UDP (156), de modo que cada receptor P2Y
tendra distintas afinidades para cada ligando, obteniéndose un perfil para cada uno de ellos, lo
que permite, a grandes rasgos, caracterizarlos como receptores de mayor afinidad por
nucledsidos tri (P2Y>, 4 11) o difosfatos (P2Y, 6, 12, 13, 14). Desde un punto de vista funcional
esta clasificacion parece particularmente importante. Varios tipos celulares liberan nucleo6tidos
al espacio extracelular los cuales se transforman en otras especies mediante ectoenzimas
(157). E1 ATP, por ejemplo, se convierte en ADP, luego en AMP y finalmente en adenosina
por distintas ectoenzimas presentes en la superficie de la membrana extracelular (158).

En cuanto a su patron de expresion, se ha visto que P2Y 2 6, 13, 14 estan presentes en
una amplia variedad de tejidos, incluyendo el sistema nervioso, mientras que P2Y4y P2Y
tienen un patron restringido que excluye a tejidos neuronales. El 4cido ribonucleico mensajero
(ARNm) y la proteina de P2Y; son detectados en altos niveles en varias regiones del SNC
incluyendo la corteza cerebral, el cerebelo y el hipocampo. Mediante hibridacion in situ de
cortes cerebrales, la expresion de P2Y 1, coincide ampliamente con el tejido glial, y el ARNm
de P2Y; es detectable en distintas regiones del cerebro tales como el talamo, el hipocampo y

el cerebelo (159, 160).
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Entre las funciones mds importantes de estos receptores se encuentra su papel
modulador sobre los canales i6nicos neuronales, que es el de adaptar las respuestas de las
neuronas frente a cambios en los estimulos recibidos debido a modificaciones del ambiente
externo. Los efectos de la activacion de receptores P2Y sobre los canales idnicos neuronales
que mejor se han observado son la inhibicion de corrientes de calcio activadas por voltaje y la
activacion de canales de potasio dependientes de calcio. De este modo la modulacion ejercida
por los receptores P2Y produce en ultima instancia cambios en la liberacion de
neurotransmisores, por ejemplo la inhibicidon de la liberacion de acetilcolina y noradrenalina
mediante sitios de accion presinapticos en corteza e hipocampo, o casos tanto de inhibicion
como de facilitacion en la liberacion de dopamina, serotonina y glutamato a nivel
presinaptico. Esta modulacion podra tener efectos tanto pre como post sinapticos, de acuerdo

a la localizacion de los receptores en cuestion (161).

2.4. Receptores P2X

Entre los canales i6nicos que se activan mediante neurotransmisores se encuentran los
receptores de la familia P2X. Estos canales se hallan entre los mas simples que se conocen. Su
ligando natural es el ATP y la unién del mismo produce la activacion del receptor mediante un
cambio conformacional permitiendo la apertura del canal i6nico, aumentando asi la
permeabilidad a cationes pequefios como Na*, K™ y Ca™. Este wltimo es el cation que més
permea en estos canales.

Los receptores P2X se componen de siete subunidades (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4,
P2X5, P2X6 y P2X7), que comparten desde un 40% hasta un 55% de identidad de secuencia a
nivel peptidico. En todas las especies analizadas, la secuencia de P2X4 es la que mas se
parece al resto de las subunidades, mientras que P2X7 es la que mas difiere del resto (Figura
1) (162).

P2X6 es la forma mas corta, con 379 aminoacidos, en tanto que P2X7 es la subunidad

mas larga con 595 aminodcidos (163).
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Figura 1. Similitud entre subunidades de receptores P2X. (Tomada y modificada de Khakh et al.,
2001(162)). (A) Dendograma de distancias entre las 7 subunidades de receptores P2X. (B) Porcentaje de
identidad entre las 7 subunidades de P2X7 derivado de un alineamiento de secuencias.

Cada subunidad posee dos regiones hidrofobicas de suficiente longitud como para
cruzar la membrana. La primera regidon transmembrana pareceria estar involucrada en la
apertura del canal y la segunda formaria la pared del mismo. Estas regiones estdn separadas
por la mayor parte de la proteina, de modo que la misma es predominantemente extracelular.
Este loop extracelular comienza alrededor del aminoéacido 52 y termina cerca de la prolina
329, inmediatamente antes del segundo dominio transmembrana y posee una alta glicosilacion
en tres residuos asparragina. La delecion de cualquiera de ellos produce la pérdida de funcion
del canal. En este loop se pueden encontrar el sitio de union al ATP, asi como también sitios
de union de cationes (Mg”>", Ca®", Zn" y Cu®") que pueden modular la actividad del receptor.
La porcidn extracelular parece ser la mas conservada, sobre todo diez residuos de cisteina que
permiten la formacion de puentes disulfuro intracatenarios que estabilizan la estructura
terciaria de cada subunidad (Figura 2) (162).

Los extremos amino y carboxilo terminal se ubican en la porcion citosolica. Los
extremos amino terminales de todas las subunidades resultan ser cortos en relacion a la
porcidn carboxilo terminal, pero todos poseen la secuencia consenso para la protein quinasa C
(PKC), que pareciera ser importante para impedir la rapida desensibilizacion del receptor.

El extremo carboxilo terminal varia mucho de tamafio entre las diferentes
subunidades, desde 28 en P2X6 a 242 residuos en P2X7. Esta porcion del receptor tiene
secuencias consenso para union de protein quinasas y otros elementos de sefalizacion, de

modo que esta involucrado en la propagacion de sefiales intracelulares (164).
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Figura 2. Familia de receptores P2X. (Tomada y modificada de Khakh y North, 2006 (145)). Esta
familia de receptores de ATP comprende siete subunidades, P2X, 7, que comparten varias caracteristicas. (A)
Todas las subunidades poseen 2 dominios transmembrana y una gran porcion extracelular. En todos los casos el
extremo amino terminal es mas corto que el carboxilo terminal. Ademas, el canal i6nico esta conformado por tres
subunidades de P2X que se asocian para formar trimeros en la membrana plasmatica. (B) Topologia y
caracteristicas distintivas de las subunidades de receptores P2X. Los nimeros de los residuos corresponden a los
receptores P2X2 de rata.

La estequiometria de este receptor estuvo largo tiempo en discusion pero en la
actualidad se acepta que cada canal esta conformado por tres subunidades que componen un
trimero muy estrecho (Figura 2A) (164). Los trimeros pueden estar formados por subunidades
idénticas o ser heterotrimeros. Cada subunidad presenta distintas afinidades al momento de
asociarse con otras subunidades, siendo P2X5 la mds promiscua dado que forma
heterotrimeros con cualquier subunidad (163).

Como ya se menciond, los receptores P2X se encuentran en casi todos los tejidos del
organismo. En particular, en el sistema nervioso median la transmision sinaptica rapida del
ATP a distancias cortas. Cada miembro de esta familia presenta distintos perfiles de expresion
en el organismo y cumple variadas funciones, a veces, solapandose, otras, mostrando
caracteristicas unicas. P2X1 se activa sinapticamente en musculo liso, pero su funcion

fisioldgica en neuronas no es clara y su expresion es poco frecuente. Por el contrario, los
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receptores P2X2 se hallan ampliamente representados en el sistema nervioso (neuronas
mientéricas, células cromafines, células de Purkinje en cerebelo, neuronas del ganglio retinal)
y tienen un papel muy importante en el SNC, autonomo y sensorial. La subunidad P2X3 se
expresa solamente en neuronas sensoriales que detectan y transmiten las sefiales de dolor,
mediando corrientes tipicas de este receptor. P2X4 y P2X6 se expresan abundantemente en el
SNC. P2X4 se encuentra en cerebelo, hipocampo y médula espinal mientras que P2X6 esta
asociado al sistema hipotalamo-neurohipofisario, regulando indirectamente la produccion de
hormona antidiurética en el nucleo supraoptico del hipotdlamo. En cuanto a P2XS5, es
abundante en la region mesencefalica del cerebro donde media estimulos excitatorios.
También se lo encuentra en médula adrenal, timo y linfocitos, donde su funcién atun no es del
todo clara (164).

En neuronas, los receptores P2X se localizan tanto en el sinaptosoma como en el
cuerpo celular. Estos ultimos median efectos presindpticos, modificando la transmision
sinaptica mediante mecanismos de facilitacion o inhibicion, segun sea la localizacion del
receptor en relacion a la liberacion del neurotransmisor en cuestion y al cambio de
conductancia en la terminal nerviosa. En cuanto al sinaptosoma, es aqui donde el ATP puede
modular la liberacion de varios neurotransmisores como noradrenalina, ATP, acido v-
aminobutirico (GABA), glutamato y acetilcolina, mediante la activacion de canales P2X
(165). De todos modos, se ha visto que la expresion de receptores P2X es mucho mas
importante a nivel postsindptico, es decir que forman parte de la transmision sinaptica
mediada por el neurotransmisor ATP (166). Ademas, el ATP sinaptico no es la unica fuente de
activacion de los P2X: los astrocitos liberan ATP durante la estimulacién quimica o mecénica
(que recrea situaciones de injuria al sistema nervioso). Este ATP liberado modula la actividad
de neuronas y sinapsis cercanas (167). Esta caracteristica coloca a los receptores P2X en la

mira como posibles mediadores de mecanismos fisiopatologicos del SNC.

3. Receptores P2X7

Como ya se dijo, las subunidades P2X7 son las que mas difieren en su secuencia del

resto de la familia de P2X. Por esta razon fue la Gltima subunidad en ser identificada como tal

e incorporada a la familia de receptores P2X. Previamente era nombrado como receptor P2Z y

se lo estudiaba en macrofagos, el tipo celular donde se habia encontrado su méaxima expresion
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(168). La funcién mas estudiada era su rol en inflamacion a nivel periférico: el ATP promueve
el procesamiento y la liberacion de citoquinas proinflamatorias (predominantemente IL-1 e
IL-6) en macréfagos previamente activados con LPS actuando sobre estos receptores P2Z
(169). Solo cuando se clon6o este receptor a partir de una biblioteca de  &cido
desoxirribonucleico copia (ADNCc) de rata fue que se reconocid la necesidad de incluirlo en la
familia de los P2X (170). Luego del primer clonado de P2RX7 en rata, se identificaron los
genes correspondientes en otras especies: humano (171), raton (172) y Xenopus laevis (173),
que tienen un nivel de homologia en su secuencia aminoacidica de 80%, 85% y 50%

respectivamente.

3.1. Expresion de los receptores P2X7

Los primeros estudios de expresion de P2X7 detectaron una amplia distribucion de su
ARNmM, con una alta expresion en el sistema inmune como en timo y en bazo, pero también en
otros organos incluyendo cerebro, médula espinal, misculo esquelético, pulmoén y placenta
(170, 171). En los ltimos afos se empezo6 a estudiar el rol de P2X7 en el SNC . Los primeros
estudios detectaron expresion de ARNm en el cerebro solamente en células ependimarias y de
la microglia (174). Asi, a pesar de haber sido clonado a partir de cerebro de rata, se propuso
que el receptor P2X7 no se expresa en neuronas y se argumentaba que la expresion detectada
en cerebro se debia a las células no neuronales del sistema nervioso. Sin embargo, utilizando
métodos mas sensibles de deteccion de RT-PCR e hibridacion in situ se detectd expresion de
P2X7 en varias areas del SNC tales como la corteza, el hipocampo (175), el tronco del
encéfalo (176) y la médula espinal (177-179). En estos tejidos se detectd que no solo se
expresa en células gliales sino también en neuronas (180-183).

Es importante destacar que algunos estudios consideraron que la expresion de P2X7 en
neuronas era materia de controversia, por la dificultad de detectar especificamente a P2X7 a
nivel proteico, dada la falta de anticuerpos especificos (184-186). De cualquier manera,
enfoques farmacolédgicos y el uso de ratones knock out demostraron el rol inequivoco de
P2X7 en la regulacion de distintas funciones neuronales, como se detalla en secciones

posteriores (187-189).
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3.2. Estequiometria de los receptores P2X7

Como se menciond previamente, los distintos subtipos de P2X pueden asociarse de
manera cruzada para conformar receptores triméricos compuestos por mas de un subtipo (163,
190, 191). Esta heteromerizacion puede alterar tanto las propiedades funcionales y
farmacoldgicas de los receptores, de manera que es muy importante tener en cuenta esta
posibilidad al momento de analizar la funcionalidad de estos receptores (192, 193).
Historicamente se considerd que los receptores P2X7 son los tnicos de la familia de P2X que
no se asocian con los demas subtipos, de modo que solamente forman receptores
homoméricos (194, 195). Sin embargo, se ha propuesto que P2X7 podria asociarse en forma
heteromérica con subunidades de P2X4 en sistemas de expresion heterdloga (196, 197). De
cualquier manera, las evidencias experimentales mas importantes afirman que la

conformacion de homotrimero es la forma predominante de P2X7 in vivo (198).

3.3. Activacion y propiedades farmacologicas de P2X7

El sitio de union para el ATP en los receptores P2X7 se ubica en el dominio
extracelular del receptor, entre las regiones transmembrana, de manera similar a los otros
subtipos P2X. La activacion de P2X7 produce dos respuestas marcadamente distintas que
dependen del tiempo de exposicion al ATP, su ligando natural. A tiempos cortos se produce la
apertura del canal de calcio, como ocurre con las otras subunidades P2X, aunque con distintas
caracteristicas cinéticas, pero en contacto prolongado o repetido con el ATP, se produce la
apertura de un poro en la membrana plasmatica que permite el paso de moléculas e iones de
hasta 900 Da (170). La formacion de este poro estd asociada con un rearreglo en la estructura
del citoesqueleto y desorganizacion de la membrana, que produce muerte celular, al menos en
células inmunes (199, 200). El largo dominio carboxilo terminal de P2X7 es fundamental para
la formacion del poro. (170, 201).

Las caracteristicas farmacoldgicas de activacion del receptor P2X7 son notoriamente
distinguibles con respecto a los demds miembros de la familia de P2X. Las principales
caracteristicas distintivas de los receptores P2X7 con las siguientes:

1) Baja potencia del ATP enddgeno para activarlo, en comparacion con el resto de los
receptores P2X (requiere entre 100 mM y hasta 3 mM ATP para activarse), incluso en

sistemas recombinantes y tejidos. Cabe aclarar que el resto de los receptores P2X se activan
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con concentraciones relativamente bajas de ATP, en el orden de los pocos micromoles (163).

2) Alta sensibilidad -entre 10 y 30 veces madas- al andlogo 2', 3'-O-(4-
benzoylbenzoyl)ATP (BzATP) en comparacion al ATP. Es por esto que se considera a BZATP
como un ligando selectivo para P2X7 (202), aunque en modelos de coexpresion de varios
receptores P2X se ha detectado que a altas concentraciones puede activar otros receptores
como P2X1 y P2X3 (203).

3) Una marcada potenciacion de su respuesta al reducir la disponibilidad extracelular
de cationes divalentes como Zinc y Magnesio (204).

4) El compuesto Brilliant Blue G es un antagonista no competitivo muy potente, con
una gran selectividad hacia los receptores P2X7 en el rango nanomolar, con valores IC50 de
10 nM para P2X7 de rata (205).

5) En comparacion al resto de los P2X, P2X7 es un tipo de receptor de lenta
desensibilizacion. Incluso, luego de muchos segundos de activacion no se detecta

desensibilizacion (163).

3.4. Mecanismos de transduccion de sefiales asociados a P2X7

A nivel estructural, los receptores P2X7 difieren del resto de los P2X en que su
dominio carboxilo terminal -ubicado en la cara citosolica- es mucho mas largo. Este largo
dominio citoplasmatico le confiere propiedades unicas, tales como poseer la capacidad de
activar mecanismos de sefializacion intracelulares y formar un complejo multiproteico que se
asocia al receptor por medio del dominio citoplasmatico (Figura 3). Este complejo
multiproteico consta de al menos 11 proteinas que fueron oportunamente identificadas por
espectrometria de masa (206). Entre ellas hay proteinas estructurales (subunidades especificas
de laminina, integrina y actina), chaperonas (Hsp90 y Hsp70) y moléculas de sefalizacién
(PI4K y RPTPp). Dichas moléculas de senalizacion comprenden el primer eslabon en la

activacion de la cascada de senalizacion intracelular de P2X7.
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Figura 3. P2X7 y componentes del complejo multiproteico asociado. (Tomada y modificada de Kim
et al., 2001 (206)). P2X7 posee una larga cola citoplasmatica, que favorece su interacciéon con varias proteinas.
Entre estas hay componentes del citoesqueleto (B-actina, oi-actinina, supervillina), moléculas de sefializacion
intracelular (4-fosfatidil inositol quinasa, PI4K y proteina tirosina fosfatasa [, RTPB)y chaperonas (Hsp70,
Hsc71 y Hsp90) .

La primera sefial intracelular que sigue a la activacion de los receptores P2X7 es un
aumento sostenido en el nivel del calcio intracelular provocado por el influjo i6nico a través
del canal. Este efecto es el desencadenante de la activacion de varias cascadas de sefializacion
que producen distintos efectos. Entre éstos se pueden mencionar la liberacién de
neurotransmisores por liberacion directa de vesiculas dependiente de calcio y la modificacion
de la expresion génica por activacion de distintos factores de transcripcion, luego de la
activacion de diversas vias de quinasas.

La via de transduccioén que més se ve modificada por la activacion del receptor es la de
las MAPK. Entre ellas, se ha observado que tanto en astrocitos como en microglia, la
activacion de P2X7 produce la fosforilacion de ERK 1/2, JNK y p38, proteinas todas
involucradas en procesos de apoptosis y activacion de factores de transcripcion inflamatorios,
como NFkB, CREB y AP-1 (207). Al parecer, la activacion de ERK 1/2 puede estar mediada
por una via dependiente de calcio y otra independiente. En la primera, el influjo de calcio
favorece la fosforilacion de residuos tirosina por la quinasa Pyk2 activable por calcio. Este
evento amplifica la sefial, dado que activa a PI3K, uno de los intermediarios en la activacion

de ERK 1/2, y también se reclutan moléculas adaptadoras como Shc que, mediante la
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interaccion con Grb2 y posterior activacion del intercambiador de nucledtidos Sos, se activa
la cascada de Ras, que produce la activacion de la quinasa de ERK 1/2, MEK 1/2. En cuanto a
la via independiente de calcio, la activacion de P2X7 estimula a la fosfolipasa D (PLD) que
provoca un aumento del segundo mensajero diacilglicerol (DAG) que activa a la protein
quinasa C (PKC), en particular, la variante independiente de calcio, PKCo (208). Un resumen

de las vias de senalizacion activadas en células de la glia se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Vias de seiializacion activadas por el receptor P2X7 en células de la glia. (Tomada y
modificada de Skaper et al., 2010 (209)). La activacion de P2X7 produce la apertura del canal de modo rapido y
reversible, el cual es muy permeable a calcio. El estimulo continuo puede producir la formacion de un poro en la
membrana de células de la microglia. La entrada de calcio activa a calcineurina y se activa el factor de
transcripcion NFAT. La activacion de P2X7 también produce la activacion de las fosfolipasas A2 y D (PLA2 y
PLD), la fosforilacion de tirosinas (P-Tyr) y la activacion de la via de las MAPK (MEK, ERK 1/2). Esta ultima
via influye sobre la actividad de los factores de transcripcion NFkB, CREB y AP-1.

La via de transduccion de sefiales que involucra a ERK 1/2 resulta de particular interés
en el contexto del SNC dado que tiene multiples efectos modulatorios. Entre ellos, participa
en procesos de neurogénesis y sobrevida neuronal modulando la apoptosis. Ademas, modula
la actividad sinaptica y los procesos de memoria y aprendizaje. Tiene un papel importante en
procesos asociados a cambios en la conducta y trastornos del comportamiento en cuadros de

ansiedad y depresion (58, 210).
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3.5. Funciones en SNC

Dada la baja afinidad mencionada de los receptores P2X7 por su ligando enddgeno, el
ATP, cabe preguntarse bajo qué condiciones se acumulan concentraciones suficientemente
elevadas de ATP extracelular como para activarlo. La disponibilidad de ATP extracelular en el
sistema nervioso estd determinada basicamente por el balance entre su liberacion y su
remocion mediante degradacion enzimatica. Dado que el ATP es ubicuo, todas las células
metabolicamente activas del sistema nervioso son capaces de sintetizar este nucledtido, hecho
que genera una enorme fuente para su liberacion. Asi, las fuentes celulares del ATP liberado
para la activacion de P2X7 podrian ser tanto neuronas, astrocitos, tejido endotelial y microglia
(186). La mayor parte del ATP celular se genera en la mitocondria por fosforilacion oxidativa.
Luego, el mismo es captado y almacenado en vesiculas sindpticas de las terminales nerviosas
y de astrocitos. Hay distintos estimulos que podrian elevar las concentraciones de ATP en las
cercanias de neuronas, astroglia y microglia expresora de P2X7 (211). En primer lugar, la
actividad neuronal puede producir liberacion de ATP en el espacio sinaptico. Dado que esta es
un area confinada, se produce un aumento localizado de la concentracion de ATP y se activan
los receptores P2X7, siempre y cuando los mismos se encuentren en dicho espacio (212). Por
otra parte, la liberacion de ATP se puede ver fuertemente aumentada debido a eventos
patologicos como estrés mecanico o metabolico (213-215), sefales inflamatorias como LPS e
IL-1B y dafo celular (216, 217). Estos eventos pueden producir un aumento en los niveles de
ATP extracelular, lo que produce una activacion generalizada de los receptores P2X7.
Finalmente, teniendo en cuenta que la concentracion intracelular libre de ATP se encuentra en
el rango milimolar, el dafio celular y la liberacion masiva del ATP provoca concentraciones

milimolares muy elevadas de ATP en el espacio extracelular (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de activaciéon de P2X7 en SNC. (Tomada y modificada de Sperlagh et al.,
2006 (186)). (A) La despolarizacion de las terminales nerviosas durante la actividad neuronal fisiologica produce
un aumento localizado en el ATP extracelular que activa los receptores P2X7 cercanos, sea en astrocitos o
neuronas. Esto afecta la neurotransmision alterando la eficacia sindptica a nivel pre o post sindptico. Asi, P2X7
participa en la plasticidad neuronal involucrada en distintas funciones neuronales. (B). Las situaciones de estrés,
como estrés mecanico, metabolico o inflamatorio y dafio celular producen un ambiente rico en ATP extracelular,
hecho que genera la activacion masiva de los receptores P2X7 en astrocitos y microglia, potenciando distintos
mecanismos de sefializacion patoldgicos, como toxicidad por glutamato, estrés oxidativo y liberacion de
citoquinas proinflamatorias.

3.6. Liberacion de neurotransmisores

Un primer estudio evidenci6 la participacion de los receptores P2X7 en la funcion
neuronal a nivel presinaptico (177), donde se describi6 que el BzATP despolarizaba e
incrementaba el potencial de accion de las neuronas glutamatérgicas en médula espinal. Asi,
se propuso que P2X7 tiene una funcién predominante en el sistema nervioso promoviendo la
liberacion de neurotransmisores a nivel presinaptico. Dada la alta permeabilidad al calcio de
P2X7, esta liberacion de neurotransmisores puede iniciarse directamente por la activacion del
canal sin necesidad del disparo de potenciales de accién que activen canales de calcio
dependientes de voltaje, siempre y cuando se localicen cerca de los sitios de las terminales
nerviosas (212). Esta hipotesis fue luego comprobada en distintos modelos experimentales,
como por ejemplo en corteza e hipocampo (182, 189, 218). También se detecté que los
receptores P2X7 pueden promover la liberacion de glutamato y GABA desde astrocitos (183,

219), por lo que los receptores P2X7 resultan ser candidatos interesantes como mediadores de
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la comunicacion entre glia y neuronas. Ademas de la facilitacion presinaptica, también se vio
que P2X7 facilita la neurotransmision glutamatérgica en la postsinapsis del nucleo
paraventricular (220). En resumen, P2X7 altera la funcidén pre y/o post sinaptica de las
terminales nerviosas. Dada la baja afinidad de estos receptores por el ATP, resulta probable
que P2X7 sea un sensor de niveles aumentados de actividad neuronal y contribuya entonces a
fenomenos de plasticidad como por ejemplo la formacion de memoria. Otra posibilidad
interesante es que P2X7 se active unicamente en condiciones patologicas, cuando el dafio

celular produce altos niveles de ATP extracelular.

3.7. Rol funcional de P2X7 en glia

Ademas de la transmisién nerviosa convencional, los receptores P2X7 median la
comunicacion entre células gliales y neuronas y también entre distintos tipos gliales (221).
Como ya se menciond, la glia es mucho mas que un simple soporte para la red neuronal: tiene
un rol activo en el procesamiento de la informacion, controlando asi la homeostasis del
microambiente neuronal, el desarrollo y diferenciacion neuronal y la defensa contra
patogenos. Para cumplir con sus diversas funciones, las células gliales deben comunicarse
entre si y con las neuronas. Para lograr este cometido utilizan su propio sistema de
comunicacion: los receptores P2X7 y otros receptores sensibles al ATP parecen tener un rol
determinante en estos procesos (186).

Los receptores P2X7 participan en un amplio abanico de funciones normales y
patologicas de los astrocitos. Al igual que en otros sistemas, la primera sefal luego de la
activacion de P2X7 es un aumento sostenido en el calcio intracelular, lo cual es luego
traducido a varias vias de sefializacion intracelular llevando a cabo de este modo diversas
funciones (222). Un ejemplo de ello es el gran aumento en la produccion y liberacion de
endocanabinoide 2-AG en astrocitos por P2X7, aumento cuya magnitud no se alcanza
mediante ningln otro estimulo descrito hasta el momento (223). También, el ATP y BzATP
potencian en astrocitos la produccion de 6xido nitrico debido al aumento en la expresion de la
enzima iNOS luego de la exposicion a LPS (224). Asi, la activacion de P2X7 parece ser una
sefial comun para los transmisores astrocitarios que pueden luego modular la actividad
sinaptica.

Los astrocitos también participan en la neuroinflamacion que subyace en distintas

enfermedades del SNC incluyendo trauma, isquemia y neurodegeneracion. Los estimulos
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inflamatorios inducen rapidamente la proliferacion y la hipertrofia de las células gliales, un
proceso denominado gliosis reactiva, que se corresponde con la expresion y produccion de
citoquinas inflamatorias, quemoquinas y otros mediadores inflamatorios. Los receptores
P2X7 estan involucrados en la regulacion de estas vias: por ejemplo, su activaciéon promueve
la expresion de MCP1, un factor critico en la infiltracion temprana de monocitos durante el
proceso inflamatorio (225). Otras proteinas de sefializacion en astrocitos reguladas por P2X7
son Fosfolipasa D (226), TGF-1 (227) y la protein quinasa B (Akt) (228). Por ultimo, P2X7
media el efecto del ATP de potenciar la expresion de NF«kB inducida por IL-1f3 y de promover
la expresion de AP-1 (229).

Los receptores P2X7 de la microglia tienen funciones muy similares a las que tienen
en células del linaje de macréfagos en respuesta a estimulos inflamatorios. En respuesta a
sefiales patologicas como isquemia e inflamacion, la microglia sufre cambios morfolégicos y
se activa rapidamente, aumentando su capacidad fagocitica, proliferacion y la produccion de
mediadores inflamatorios. El estimulo con ATP o BzATP produce la secrecion de IL-1p luego
del estimulo con LPS. Este rol de P2X7 como coestimulador del procesamiento
postranscripcional de IL-1B se ha demostrado repetidamente (216, 230). La liberacion de IL-
1B mediada por P2X7 es la funcidon mejor caracterizada en microglia, pero también se ha
descrito la liberacion de otras citoquinas como TNFa (231), IL-6 e IL-18 (232). También
ocurren cambios a nivel transcripcional: P2X7 activa al factor de transcripcion NFAT (233) y
promueve la localizacion nuclear de NFkB (234). Por ultimo, al igual que como ocurre en
macrofagos, la activacion sostenida de P2X7 conduce a la muerte celular por apoptosis

mediante la activacion de caspasas especificas (235).

3.8. Efectos transcripcionales de P2X7

En el ultimo tiempo se ha visto que la activacion de P2X7 produce alteraciones en la
transcripcion génica (236, 237). Esta novedosa funcion de P2X7 ha sido estudiada
predominantemente en el marco de la regulacién por P2X7 de mecanismos inflamatorios, por
lo que los primeros datos que se tienen involucran la idea de que P2X7 activa a factores de
transcripcion y por consiguiente aumenta la sintesis de diversos factores inmunomoduladores
en células inmunes (238). Hasta el momento, se ha reportado que los ligandos de P2X7
promueven la produccion de moléculas reguladoras del sistema inmune incluyendo a VEGF,

COX-2, IL-2, IL-6, IL-8 e iNOS (236, 239-243). Ademas estimulan la expresion, activacion
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y/o la translocacion al ntcleo de varios factores de transcripcion incluyendo miembros de la
familia de EGR, NFAT, NFkB CREB y AP-1 (236, 237, 243-247). Un resumen de estos

hallazgos se detalla en la Figura 6.

Extracelular

—

Intracelular

Otros eventos de
sefializacion

oFos: sim Ndcleo
FosB cJun
Genes activados

Figura 6. Resumen de la regulacion transcripcional mediada por la activacion de P2X7. (Tomada
de Lenertz et al., 2011 (248)). Luego de la unién de su ligando, P2X7 inicia multiples eventos de sefializacion,
incluyendo la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), la activacion de varias cascadas de quinasas
(MAPK) y la expresion y/o activacion de diversos factores de transcripcion (ilustrados en verde). Estos
mecanismos son poco comprendidos aun, pero el influjo de calcio y la activacion de las MAPK son centrales
para la activacion de los factores de transcripcion. Hasta el momento se han reportado pocos ejemplos puntuales
de regulacion transcripcional y expresion de genes dependientes de P2X7, entre ellos los factores de
transcripcion Egr y miembros de la familia de AP1 (cFos, FosB y JunB).

La activacion de factores de transcripcion produce el mayor impacto en la regulacion
de la respuesta transcripcional de P2X7, de manera que a continuacidn se realiza un resumen

de los factores de transcripcion regulados por P2X7.

3.8.1. Egr

Egr-1, Egr-2 y Egr-3 son genes tempranos inmediatos con un rol importante en inmunidad. Su

expresion se induce ante diversas sefiales mitogénicas. Se ha reportado que la activacion de

P2X7 induce la expresion de estos factores (246, 247). Este efecto se produce por medio de la
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activacion de la MAPK ERK 1/2 y el factor de transcripcion Elk-1. Estos efectos se vieron en

células de la microglia.

3.8.2.  NFAT

El factor de transcripcion NFAT regula la expresion de muchos mediadores inmunes.
Se activa por aumento en los niveles de calcio citoplasmaticos. Al aumentar los niveles de
calcio se activa Calmodulina, que a su vez activa a la fosfatasa Calcineurina. Esta fosfatasa
desfosforila a NFAT y queda expuesta una sefial de localizacion nuclear, lo que permite que
NFAT se importe al nicleo y promueva la transcripcion génica (249, 250). Se ha reportado en
repetidas ocasiones que NFAT es regulado por P2X7, sobre todo en microglia, de manera que
su activacion es un mecanismo central para la expresion de mediadores inflamatorios regulada
por P2X7 (233, 244, 251). Por otra parte, también se ha descripto un rol importante para
NFAT en el desarrollo y en la funciéon neuronal (252).

Calcineurina regula la actividad transcripcional de NFAT. Es muy abundante en
cerebro y regula muchas respuestas mediadas por calcio, incluyendo la liberacion de
neurotransmisores, memoria, prolongacion de neuritas y apoptosis (253). El regulador de
Calcineurina es RCAN1 (del inglés, regulator of calcineurin 1), el cual resulta importante en
el control de todos estos procesos mencionados. Se hara hincapi¢é en RCANI1 dado que maés
adelante en esta tesis, se muestra la participacion del mismo en nuestro modelo de estudio.

RCANI se expresa en el cerebro durante el desarrollo y en la adultez, en areas
especificas como la corteza cerebral, el hipocampo y la substantia nigra (254). Se expresa
sobre todo en neuronas y astrocitos (255, 256). RCANI1 esté relacionado con varios procesos
celulares, como respuesta al estrés oxidativo (257) y respuesta inmune e inflamatoria (258).
La expresion de RCANI estd aumentada en respuesta a estimulos dafinos asociados al
aumento de calcio intracelular como el estrés oxidativo (259). Ademas, esta sobreexpresado
en el cerebro de pacientes con Sindrome de Down y Enfermedad de Alzheimer (254, 260). De
esta manera se vio que la sobreexpresion de RCANI se asocia con neurodegeneracion, dado
que produce cuerpos de inclusion y disfuncion sinaptica a nivel neuronal (261). En definitiva,
los niveles de RCANI a nivel cerebral estdn fuertemente correlacionados con la viabilidad
tanto de astrocitos como de neuronas (256, 257). Recientemente se ha vinculado a RCAN1
como un modulador de estados emocionales innatos y como un posible blanco terapéutico

para la ansiedad (262).
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3.8.3. NFxB

NF«B es un factor de transcripcion distribuido de manera ubicua con numerosas
funciones en la regulacion génica. Se ha visto que los agonistas de P2X7 aumentan la
actividad transcripcional de NFxB en diversos tipos celulares, como microglia y macrofagos
(234, 245). NFxB puede tanto inducir como reprimir la transcripcion al unirse a distintas
secuencias de ADN en promotores o enhancers especificos. La activacion de NFkB se debe a
la fosforilacion de la proteina inhibidora de kB (IxkB) por el complejo quinasa de IxB
(complejo IKK), lo que lleva a la degradacion de IkB. Esto libera a NFkB y permite que
trasloque libremente al nucleo (263). Los genes regulados por NFxB incluyen genes
relacionados con apoptosis, adhesion celular, proliferacion, respuesta inmune innata y
adaptativa, inflamacion y estrés celular (263, 264).

Se haré hincapié en la via de transduccion de sefales de este factor de transcripcion y
en un elemento en particular de la misma (IKKa), dado que mas adelante en esta tesis, se
muestra la participacién del mismo en nuestro modelo de estudio.

Las proteinas de la via de NFkB se expresan ampliamente en el sistema nervioso
maduro y en desarrollo y NFkB tiene una alta actividad en distintas areas del cerebro en
distintos estadios (265). Hay una gran variedad de senales extracelulares que regulan la
actividad de NFxB en el sistema nervioso, incluyendo neurotransmisores, neuropéptidos,
neurotrofinas, citoquinas y moléculas de adhesion (265, 266). Se ha visto que NFxB esta
implicado en la regulacion de la expresion de genes relacionados con el desarrollo o funcion
neural, por ejemplo, moléculas de adhesion, receptores de neurotransmisores, neuropéptidos y
neurotrofinas (267). La sefalizacién por NFkB regula la neurogénesis en el embrion y en el
adulto (268), la supervivencia neuronal (265), aspectos del aprendizaje, memoria,
mecanismos cognitivos y comportamiento (266). Ademas, NFxB participa con efectos
benéficos o perjudiciales en la respuesta celular al dafio neuronal y enfermedades
neurologicas. En algunos casos, NFkB tiene una funcion neuroprotectora frente a la apoptosis
inducida por glutamato y estrés oxidativo, mientras que en otros casos NFkB potencia la
apoptosis neuronal asociada a la isquemia cerebral, enfermedades neurodegenerativas y
situaciones inflamatorias (267).

IKKa forma parte del complejo IKK que fosforila a kB activando asi la via de NFkB.

De esta manera, es un factor importante en las funciones mediadas por NFkB, pero también se
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ha visto que su activacion produce efectos independientes de NFxB (269). Se cree que
IKKa fosforila otros sustratos. Por ejemplo, IKK o contribuye directamente con la resolucion
de la inflamacion fosforilando a RelA y produciendo su degradacion. IKKa también se asocia
a la proteina de union a CREB (CBP) y funciona como una quinasa de histonas, regulando asi
el remodelado de la cromatina (269). También se han reportado efectos directos de IKKa a
nivel del SNC. IKKa modula el crecimiento axonal (270, 271) y el remodelado neuronal y

sindptico producido por el estrés cronico y los cambios comportamentales asociados (272).

3.84. CREB

El factor de transcripcion CREB controla muchos procesos celulares, incluyendo la
homeostasis de la glucosa, la supervivencia celular y la producciéon de mediadores
inflamatorios. Su fosforilacion estimula la interaccion y activacion con CBP o p300, lo que
provoca un aumento en la unidon al ADN en sitios de respuesta a CREB en los promotores de
genes que responden a AMPc. Muchos genes inmunomoduladores contienen sitios de
respuesta a CREB en sus promotores, entre ellos IL-2, IL-6, IL-10 y TNFa (273). Se ha visto
que la activacion de P2X7 puede estimular la funcion de CREB (237), aumentando su
fosforilacion por medio de un aumento en los niveles intracelulares de calcio y fosforilacion
de ERK 1/2, en macrofagos y en microglia. CREB se expresa en diferentes regiones del
cerebro donde regula una gran variedad de funciones como crecimiento celular, proliferacion
y memoria frente a una gran variedad de eventos de sefializacion intracelular, incluyendo la
eficiencia sindptica y cambios a largo plazo en la plasticidad sinaptica. Es interesante destacar
que previamente se ha vinculado a la cascada de sefializacion de CREB con la etiologia de

desérdenes del comportamiento y la respuesta a antidepresivos (274).

3.8.5. AP-1

Los factores de transcripcion de la familia AP-1 son estimulados por varios factores
como factores de crecimiento, luz ultravioleta y estrés oxidativo. Los mismos regulan la
transcripcion de genes importantes en procesos de diferenciacion, hipoxia, proliferacion y
apoptosis (275). Esta familia de factores de transcripcion incluye a c-Jun, JunB, JunD, Fra-1,
Fra-2, c-Fos, FosB y AfosB. Los dimeros de estos factores se unen a los sitios AP-1 en los

promotores de los genes blanco. La activacion de P2X7 induce la expresion y activacion de
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los factores de transcripcion AP-1 (236, 276). La magnitud de esta activacion depende del
factor en cuestion, por ejemplo: c-Fos y JunB aumenta moderadamente, mientras que la de
FosB y AfosB es elevada y tras poco tiempo de activacion de P2X7 (236).

Los factores FosB y AFosB son los miembros menos estudiados de la familia AP-1,
pero en el ultimo tiempo se ha visto que tienen un rol importante en inflamacién y funcion
neuronal. Su funcién mejor conocida es su rol en los cambios adaptativos en el cerebro en
respuesta al estimulo con drogas de abuso. En este marco, se piensa que AFosB es un
“interruptor” molecular en el desarrollo de adiccion a las drogas (277). AFosB se acumula en
areas especificas del cerebro luego de estimulos cronicos como estrés o drogas variadas y su
expresion persiste a lo largo de meses. Asi se cree que AFosB regula los cambios adaptativos
a largo plazo en el cerebro alterando sus perfiles transcripcionales (278-280). AFosB regula el

comportamiento y es critico para los aspectos psiquidtricos del mismo (281, 282).

4. PARP1

Como se verd mas adelante en esta tesis (en la seccion de resultados), la proteina
PARP1 estd relacionada con las vias de sefalizacion de P2X7. En este contexto se ofrece una
breve introduccion acerca de PARPI, sus principales caracteristicas y su relacion funcional

con los mecanismos de inflamacion a nivel del SNC.

4.1. PARPs

Las Poli ADP-ribosa polimerasas forman una familia de 18 proteinas que fueron
identificadas y agrupadas mediante busqueda de homologias y caracterizacion in silico (283,
284). Los miembros de esta familia comparten el motivo estructural PARP en su dominio
catalitico, que se encuentra altamente conservado. Estas enzimas catalizan el agregado de poli
ADP-ribosa (PAR) en proteinas blanco (Figura 7). Esta modificacion postraduccional se
denomina parilacion. PAR es un polimero grande y con carga negativa que funciona como
modificacion postraduccional. El contenido celular de los polimeros de PAR es producido por
la actividad catalitica de las proteinas PARP, las cuales polimerizan unidades de ADP-ribosa a

partir de moléculas de NAD+ y las unen covalentemente a las proteinas blanco (285, 286).
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Figura 7. Parilaciéon de proteinas. (Tomada de Rouleau et al., 2004(287)). Las enzimas PARP (PARP1
es la de mayor abundancia) hidrolizan NAD+ de modo de polimerizar unidades de ADP-ribosa en las proteinas
blanco, con la consecuente liberacion de nicotinamida. Estas enzimas catalizan los 3 pasos de esta reaccion de
parilacion: 1) mono ADP ribosilacion de la proteina blanco, 2) elongacion y 3) ramificacion de la cadena de poli
ADP-ribosa. La ramificacion ocurre en promedio cada 20-50 residuos de ADP-ribosa.

Actualmente se acepta que esta modificacion ocurre en residuos aminoacidicos de

glutamato, aspartato y lisina. En los ltimos afios ha habido cierto progreso que ha permitido

dilucidar los sitios especificos de adicion de los polimeros de PAR (288). El agregado

covalente de PAR produce cambios en la carga neta de las proteinas asi modificadas y un

marcado efecto estérico dado el gran tamafio de los polimeros de ADP-ribosa. De esta

manera, se modifica su actividad alterando interacciones proteinas-proteina, interacciones

entre proteinas y acidos nucleicos, actividad enzimatica y localizacion subcelular (289).
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4.2. PARPI

El miembro mejor estudiado de esta familia es PARP1 (Figura 8), una enzima nuclear
con una amplia variedad de funciones descriptas. En un principio fue caracterizada como
capaz de unirse a las hebras de ADN dafiado y en consecuencia aumentar su actividad
enzimatica, por lo que fue descripta entonces como un mediador importante en las respuestas
al dafio al ADN (290). A lo largo de la ultima década se ha demostrado que PARP1 no solo
media la reparacion del ADN, sino que también tiene un rol importante en variados procesos
nucleares tales como la replicacion y transcripcion del ADN, el remodelado de la cromatina, y

el mantenimiento de la estabilidad genomica (291).

Dominio catalitico

Dominio de Dominio de Union de NAD+
unién al ADN  automodificacion —_—m
r 1T 1 Motivo
Dedos de Zn ZBD3 BRCT PARP

eare-1 () O C (116 kDo)

Figura 8. Representacion esquematica de la estructura de PARP1 y sus dominios principales.
PARP1 tiene 3 dominios funcionales y estructurales: 1) un dominio amino terminal de union al ADN el cual
contiene 2 dedos de Zinc, una sefial de localizacion nuclear (SLN) y un dominio de unién al Zinc (ZBD3), 2) un
dominio de automodificacion central que contiene un motivo similar a BRCA1 (BRCT) y 3) un dominio
catalitico carboxilo terminal el cual contiene un dominio de union a NAD+ y el motivo PARP que es el dominio
estructural caracteristico de esta familia de proteinas.

El nimero de proteinas descriptas como blancos de la actividad enzimatica de PARP1
se encuentra en continuo aumento. Se ha demostrado que PARP1 modifica histonas, factores
de transcripcion, enzimas y proteinas estructurales del ntcleo. Por ejemplo, mediante la
parilacion de histonas se regula la estructura de la cromatina (292). PARP1 también parila un
amplio nimero de proteinas que reparan el ADN tales como p53 (293). Finalmente, también
se demostré6 que PARP1 parila y altera la funcién de varios factores de transcripcion,
incluyendo a AP-1, NFkB, CTCF y YY1 (294). En conclusion, las funciones celulares que se
encuentran reguladas por PARP1 son definidas en tltima instancia a través de la parilacion de
proteinas.

De cualquier manera, las funciones de PARP1 no dependen exclusivamente de su

actividad intrinseca de parilacion, sino que también dependen de su asociacion con diferentes
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proteinas, tales como factores relacionados con la transcripcion (294). En particular, el rol de
PARP1 en la regulacion de la expresion génica ha sido profundamente estudiado en el Gltimo
tiempo (294-296), y se ha podido establecer que puede modular la expresion génica a distintos
niveles en condiciones basales, o en respuesta a sefiales activadoras como estrés celular: a)
modulando la estructura de la cromatina, b) funcionando como un coregulador en la union de
factores de transcripcion al ADN y ¢) regulando la metilacion del ADN (291).

a) Modulacion de la cromatina. Los primeros efectos observados de PARP1 sobre el
genoma fueron la modulacion de la estructura de la cromatina y la parilacion de histonas (297,
298), validados posteriormente (299, 300). PARPI se une a los nucleosomas e interactia
dindmicamente con diferentes tipos de dominios de la cromatina, y de esta manera modifica
su estructura (292). La activacion de PARP1 promueve el decondensado de la cromatina y el
reinicio de la transcripcion (299). PARPI se sitia en los promotores de casi todos los genes
transcripcionalmente activos (301), hecho que sugiere un rol permisivo para la formacién de
estructuras en la cromatina que son facilitadores de la transcripcion (299, 301, 302).

b) Coregulacion de la transcripcion. PARP1 también puede regular la expresion
génica actuando como un coregulador, junto con la maquinaria transcripcional, con otros
coreguladores con actividad enzimdtica y con factores de transcripcion que se unen a
secuencias especificas de ADN, tales como NF«xB, Elkl, NFAT, Oct-1 y Sox2. El efecto de
PARP1 sobre estos activadores puede ser tanto estimulatorio como inhibitorio y podra
requerir o no de su actividad enzimatica. PARP1 esta enriquecido alrededor de los sitios de
inicio de la transcripcion de genes que se estan expresando activamente, lo que lo convierte en
un excelente marcador de promotores activos. Cabe destacar que PARP1 habia sido
identificado como el factor de transcripcion basal IIC (TFIIC) (302) que coregula la
formacion del complejo de preiniciacion de la ARN polimerasa II antes de la union del factor
TFIID, lo que aumenta la transcripcion génica. Ademads, varios trabajos han reportado que
PARPI es responsable de ensamblar complejos coreguladores en los promotores de genes
blanco, funcionando asi como una proteina de andamiaje sin unirse al ADN y sin requerir de
su actividad catalitica, reclutando otras enzimas coreguladoras necesarias para la transcripcion
(291). Por ejemplo, en respuesta a distintos estimulos inflamatorios PARPI1 facilita la
interaccion fisica directa entre la acetiltranferasa p300/CBP, la subunidad p50 de NF«B y el
complejo Mediator (303, 304). En otros casos se describi6 a PARP1 como un “factor de
intercambio” en promotores especificos, liberando factores inhibitorios y reclutando factores

estimulatorios a los factores de transcripcion unidos a dichos promotores (305, 306).
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¢) Modulacion de la metilacion del ADN. PARP1 puede modificar la metilacion del
ADN gendémico (307, 308). PARP1 regula tanto la expresion como la actividad de la ADN
metiltransferasa Dnmt1 (309), y también se demostrd que interactiia directamente con Dnmt1
luego del agregado de nuevos polimeros de PAR, lo que inhibe la actividad ADN
metiltransferasa de Dnmt1 (310).

4.3. PARPI einflamacion

Las respuestas bioldgicas mediadas por PARP1 mejor caracterizadas son la respuesta
inmune y la inflamatoria (311). PARP1 se automodifica marcadamente luego de infecciones
bacterianas (312) y los ratones Parp-1 " son resistentes a inflamacion en diferentes modelos
experimentales, tales como shock séptico inducido por LPS y diabetes inducida por
estreptozotocina (313, 314). Resulta interesante observar que la respuesta inflamatoria
dependiente de PARPI no se encuentra limitada a las células del sistema inmune: PARPI
también esta implicado en la respuesta al estrés proinflamatoria en células del SNC. La
activacion de PARPI en células de la glia promueve la accion de los factores de transcripcion
que controlan la expresion de genes de la respuesta inflamatoria, tales como NFkB y AP-1. En
modelos de isquemia cerebral, la expresion de los genes de IL-6, IL1-B, COX-2, iNOS e
ICAM-1 se encuentran elevados, mientras que en ratones Parp-I T o luego de la
administracion de inhibidores de PARP1 la expresion de estos genes se encuentra
significativamente reducida (315-319).

Estos resultados llevaron a la conclusion de que PARPI es un factor clave en la
respuesta inflamatoria. En este sentido, hace mas de dos décadas se describié que los
inhibidores de PARPI1 tienen propiedades antiinflamatorias (320), tema que aun hoy es
intensamente estudiado. Se ha reportado que un numero considerable de factores de
transcripcion involucrados en la regulacion de la expresion de mediadores proinflamatorios
interactian con PARP1. El primero de ellos en ser identificado fue NFxB (321, 322). Cuando
se anuld la expresion de PARPI, la expresion génica inducida por NFkB en respuesta a injuria
luego de la activacion con LPS se vio drasticamente disminuida, por lo que se redujo la
expresion de citoquinas proinflamatorias como TNFa e iNOS (322). Estos efectos también se
observaron en el SNC. Células gliales PARP-1"" mostraron tener menor unién al ADN de
NFkB, con la consecuente reduccion en la expresion de mediadores proinflamatorios

incluyendo a IL-6, IL1-B, TNFa, COX-2 e iNOS (316). También se describié que otros
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factores de transcripcion y cofactores involucrados en la regulacion de la inflamacién estan
modulados por PARP, como por ejemplo AP-1 (313, 323), NFAT (324, 325), SIRT1 (326) y
Spl (316). El mecanismo preciso de regulacion de estos factores de transcripcion alin estd en
discusion, pero el punto en comun en todos los casos es que la actividad de PARP1 aumenta la
capacidad de union de dichos factores de transcripcion al ADN. Al regular su actividad,
PARP1 regula en ultima instancia la expresion de citoquinas proinflamatorias como TNFa,
IL1-B, IL-6 e IL-12, que a su vez activan la expresion de otras citoquinas, quemoquinas,
iINOS y COX-2, lo que sugiere que PARP1 tiene un rol importante en respuestas inflamatorias
patoldgicas.

De acuerdo a lo descripto, PARP1 es un regulador clave de la transcripcion en un
amplio rango de sistemas que incluyen células neuronales y gliales, lo que le confiere un
papel importante en la fisiologia del sistema nervioso. PARP1 ha sido implicado en patologias
neuronales pero también en la funciéon neuronal normal, por ejemplo, en los procesos de
aprendizaje y memoria (327). Se ha visto que PARP1 estd involucrado en diferentes
mecanismos de injuria que afectan a las neuronas (328). Ademas, la activacion de PARP1 se
detect6 en varios desordenes neurodegenerativos (329), y altos niveles de esta son suficientes
para producir muerte neuronal (330) y de astrocitos (331). En enfermedades cronicas del SNC
con un alto componente inflamatorio como en el modelo de encefalomielitis experimental
autoinmune (del inglés, EAE) se encontr6 acumulacion de PAR en los astrocitos que rodeaban
las placas de EAE desmielinizadas y en menor medida en microglia, oligodendrocitos y
neuronas (332). Finalmente, muestras de autopsias de pacientes con enfermedad de Alzheimer
mostraron acumulacion de PAR en neuronas piramidales corticales y en astrocitos pero no en
microglia, lo que sugiere una activacion diferencial de PARP1 (333). La activacion de PARP1
desencadena la muerte neuronal producida por fragmentos del péptido PB-amiloide, lo que
involucra a PARPI en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (334). La activacion de
PARP1 en astrocitos pareceria ser un rasgo comun de los desordenes neurodegenerativos

cronicos, lo que sugiere que PARP1 podria tener un rol en estas enfermedades inflamatorias.
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5. Variante polimorfica del receptor P2X7: GIn460Arg

5.1. Polimorfismos de P2X7

Hasta el momento, se han reportado cerca de 20 SNPs, cambios de una base en la
secuencia nucleotidica del gen P2RX7 que dan lugar a un cambio en la secuencia
aminoacidica. En la tabla 1 se detalla la localizacion y hallazgos funcionales de dichos
polimorfismos. Los SNPs de P2X7 identificados se distribuyen a lo largo de toda la proteina,
incluyendo el dominio extracelular, el segundo dominio transmembrana y el dominio
intracelular carboxilo terminal. Los SNPs mas estudiados son Glu496Ala y GInd460Arg,
ubicandose ambos en el dominio carboxilo terminal. Se han descripto varios polimorfismos
que producen pérdida de funcidén en el receptor, tales como Arg307Gln (335), Pro451Leu
(336), Glud96Ala (337) y Ile568Asn (338). También se describieron polimorfismos que
confieren ganancia de funcion, como His155Tyr, localizado en la porcion extracelular del
receptor y aumenta el ingreso de calcio (339). En cambio, no se encontraron cambios en la
funcionalidad de otros SNPs, como GIn460Arg (339, 340), Ala348Thr y Thr357 (339).

El polimorfismo Glu496Ala ha sido correlacionado con una mayor susceptibilidad a
tuberculosis en varias poblaciones (341-343). Este polimorfismo produce una disminucion en
la capacidad de formacion del poro, aunque no queda claro si mantiene su funcién normal de
canal de calcio (337, 339, 344). Por otra parte, monocitos con este polimorfismo liberan
menos IL-1B e IL-18, factores inmunomoduladores que como ya se menciond son regulados
por P2X7 (345). Las implicancias funcionales del polimorfismo GIn460Arg se presentan a

continuacion.
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SNP Caracteristicas

V76A | Menor actividad del canal y del poro

R117W | Menor actividad del canal y del poro

G150R | Menor actividad del canal y del poro

H155Y | Mayor actividad del canal y del poro

A176V | En el dominio extracelular

E186K | Pegado a un sitio de N-glicosilacion critico; menor actividad del canal y del poro
L191P | Cercano a un sitio de N-glicosilacion critico; menor actividad del canal y del poro
R270H | Sin cambios en la funcién

R270C [ En el dominio extracelular

R276H [ En el dominio extracelular

R307Q | Menor actividad del canal y del poro; en el bolsillo de union de ATP;

se expresa en la superficie celular

L320P | En el dominio extracelular

A348T | Mayor actividad del canal y del poro; se lo correlaciona con infeccién por T. gondii
T357S | Menor actividad del canal y del poro

I367T | Ubicado en el dominio intracelular cercano al segundo dominio transmembrana
P430R | En el dominio intracelular

A433V | En el dominio intracelular

Q460R | Su funcionalidad no es clara, correlacionado con MDD y BD

E496A | Menor actividad del poro pero parece tener funcion normal de canal;
correlacionado con cancer papilar tiroideo y tuberculosis

H521Q | En el dominio intracelular

V522l | Actividad del canal y del poro normales

R544Q | Sin cambios en la funcion

I568N | Menor actividad del canal y del poro; ubicado en el dominio C-terminal;

no se expresa en la superficie celular

R578Q | Menor actividad del poro y sefializacion intracelular; ubicado en el dominio C-terminal

Tabla 1. Polimorfismos de P2X7. (Tomada y modificada de Lenertz et al., 2011 (248)). Se muestran
los polimorfismos de nucleétido tinico (SNP) reportados para P2X7, junto con sus consecuencias funcionales y
asociacion con enfermedades.

5.2. Asociacion de la variante polimorfica de P2X7 Gln460Arg con depresion

El gen P2RX7 es un potencial candidato asociado con susceptibilidad a sufrir
trastornos afectivos. En estudios genéticos de correlacion entre fenotipos y caracteristicas
génicas se ha asociado a este gen en varias ocasiones con trastornos afectivos y desordenes
depresivos (140, 346-350). Desde entonces se estudiaron asociaciones entre distintos SNPs en
P2RX7 y desoérdenes depresivos como BPD y MDD. La mayoria de los estudios se centraron
en el polimorfismo GIn460Arg, que produce la substitucion de una glutamina por una arginina
en la posicion 460 de la secuencia aminoacidica de P2X7. Mientras que varios de estos
estudios reportaron asociaciones significativas de este SNP con BPD y MDD (142, 351-357),

otros fallaron en reproducir estos resultados (358-361). Resulta interesante destacar que los
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portadores heterocigotas para P2RX7-wild-type (WT) y P2RX7-Gln460Arg se encuentran
sobrerepresentados en los pacientes con estos desordenes depresivos (352).

Dado que no todos los estudios realizados concuerdan con la asociacion entre P2X7-
GIn460Arg y trastornos depresivos, se realizd un meta analisis junto con nuestros
colaboradores Dr. Jan Deussing y Dr. Bertram Mueller-Myhsok del Instituto Max-Planck de
Psiquiatria de Munich, Alemania para unificar todos los datos existentes hasta el momento y
definir la significancia de esta asociacion. Teniendo en cuenta todos los estudios se encontro
que las diferencias entre los sujetos control y los sujetos con desordenes depresivos son
significativas, lo que le otorga mayor fuerza al concepto que postula que el SNP Gln460Arg

de P2X7 confiere una mayor susceptibilidad al desarrollo de trastornos afectivos (Figura 9).

Estudio OR

Barden 143 .
Lucae 1.30 |
Green 1.00 B
Heijjas 0.89 -
McQuillin 125 u
Grigoroiu_Germany 1.04 |
Grigoroiu_Poland 125 .
Grigoroiu_Romania 0.66 n
Grigoroiu_Russia 1.18 .
Grigoroiu_Germany MDD 1.00 |
Lavebratt 1.14 u
Soronen 127 m
Wiikki 074 =

Halmai 0.86 |
Backlund 0.85 |

Meta 1.11 4

oS 1 1.5 2

Figura 9. Meta analisis: Asociacion de P2X7-GIn460Arg con trastornos depresivos. Se obtuvieron
las distribuciones génicas de todas las publicaciones. Para cada muestra se calculd la razon de probabilidades
(OR, del inglés Odds Ratio) y el error estandar usando el Test exacto de Fisher. Se muestra el correspondiente
diagrama de Forest para el modelo de desventaja heterocigota, que resulté ser el modelo mas adecuado para
explicar la asociacion (P=0,005 y OR=1,11). Lineas grises: Intervalo de confianza. Cuadrados negros: Media del
estudio. El tamafio del cuadrado representa el peso de cada estudio en el meta analisis.

En particular, se encontré que el modelo de expresion heterocigota (es decir, pacientes
con un alelo de P2X7-WT y un alelo de P2X7-GIn460Arg) seria el que mejor explica esta
asociacion.

Aun no existen datos que expliquen esta asociacion a nivel fisiologico o molecular,
pero se ha propuesto que el mal funcionamiento de P2X7 podria estar alterando mecanismos

de neuroproteccion ante las respuestas fisiologicas a dafio previamente comentadas. Sin
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embargo, como ya se menciono, los unicos dos abordajes experimentales existentes hasta el
dia de hoy que analizan la funcionalidad de este polimorfismo de P2X7 han descripto que la
mutacion GIn460Arg no afecta la entrada de calcio en células HEK293 transfectadas con el

canal mutado (339, 340).

5.3. Antecedentes experimentales: Funcion de la variante polimorfica P2X7-GIn460Arg

El estudio de la funcionalidad de las distintas variantes del receptor P2X7 fue iniciado
en el grupo de trabajo con anterioridad a la realizacion de esta tesis de doctorado. El tesista
defendio su tesina de licenciatura en el afio 2009, en la que mostré los primeros resultados de
este tema. Se ofrece aqui un resumen de los mismos, dado que son el puntapié inicial para los
resultados que se muestran en esta tesis.

Con el objetivo de estudiar la funcionalidad de las distintas variantes del receptor
P2X7 se empled como modelo inicial a la linea celular HEK293, que carece de expresion de
P2X7 endogeno (339). Sobre esta linea celular se generaron clones estables que expresaran
una u otra variante del receptor (clones P2X7-WT y clones P2X7-GIn460Arg) y también se
generaron clones que coexpresan ambas variantes (clones P2X7-WT/GIn460Arg). El clonado
de ambas variantes en vectores de expresion adecuados, la transfeccion, establecimiento y
mantenimiento de los clones se encuentra detallado en Materiales y Métodos 2.1 y 3.3 dado
que también se utilizaron en la tesis de doctorado. Sobre estos clones se realizaron dos
enfoques experimentales complementarios, basados en la activacion de P2X7: medicion de
entrada de calcio y fosforilacion de la MAPK ERK 1/2. Ambos enfoques mostraron que
ambas variantes de P2X7 tienen igual funcionalidad cuando son expresadas por separado,
mientras que la coexpresion de las dos en una misma célula produce una disminucion en la
funcion del receptor. De esta manera, los clones HEK293 P2X7-WT vy los clones HEK293
P2X7-Gln460Arg presentaron un marcado aumento en los niveles de calcio intracelular frente
a la activacion de P2X7, mientras que esta respuesta resultd menor en los clones coexpresores
HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg (Figura 10A). De manera andloga, los clones HEK293
P2X7-WT y los clones HEK293 P2X7-GIn460Arg presentaron un marcado aumento en los
niveles de fosforilacion de la MAPK ERK 1/2 frente a la activacion de P2X7, mientras que
esta respuesta fue menor en los clones coexpresores HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg (Figura
10B). Vale destacar que en la linea celular HEK293 parental que no expresa P2X7 endoégeno

no se observd entrada de calcio o fosforilacion de ERK 1/2 frente al estimulo, lo que asegura
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que el efecto medido en los distintos clones se debe al agregado de las variantes de P2X7.
Estos datos constituyen la primera observacion en el sentido que la coexpresion de
P2X7-WT vy la variante polimodrfica P2X7-GIn460Arg en la misma célula produce una
disminucién en la actividad de canal i6nico de P2X7 y compromete seriamente su capacidad
de transducir la correspondiente sefial intracelular. Este mecanismo de disminucion de funcién
del receptor P2X7 cuando se expresa en heterocigosis podria estar relacionado con la
asociacion descripta entre la variante polimorfica P2X7-GIn460Arg y las enfermedades
psiquiatricas MDD y BPD. Es por ello que en este trabajo de doctorado se propone estudiar
en profundidad las vias de sefalizacion del canal P2X7 y su variante polimorfica GIn460Arg
en células del SNC, poniendo el énfasis en los aspectos relacionados con inflamacion y
mecanismos que puedan sugerir una explicacion para la asociacion entre P2X7 y trastornos

psiquiatricos.
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Figura 10. Activacién de P2X7 en clones HEK293 expresores de las distintas variantes de P2X7.
(A) Respuesta intracelular de calcio en clones HEK293 sobreexpresores de las distintas variantes de P2X7. Las
células se preincubaron con el agente dispersante Pluronic F-127 y el fluorocromo sensible a calcio Fluo-4 AM
durante 45 min. Se detectd el aumento de calcio intracelular inducido por el agregado de BzZATP 50 uM a los 10
s. Cada punto de la curva representa la media = ES de 9 clones de HEK293 P2X7-WT, de 7 clones de HEK293
P2X7- WT/GIn460Arg, de 4 clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg y de 3 mediciones de HEK293 parentales,
evaluados en 10 experimentos independientes. *: P<0,0001 vs HEK293 P2X7-WT y vs HEK293 P2X7-
GIn460Arg. ANOVA de medidas repetidas. Contraste a posteriori: Test de Bonferroni. (B) Activacion de la
MAPK ERK 1/2 en clones HEK293 sobreexpresores de las variantes de P2X7. Células HEK293 P2X7-WT,
P2X7-GIn460Arg, coexpresoras P2X7- WT/GIn460Arg y HEK293 parentales se estimularon con BZATP 50 uM.
Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron Western Blot con anticuerpos anti p-ERK 1/2 (1/500) y anti
ERK 1/2 (1/1000). La deteccion de ERK 1/2 sobre las mismas membranas sirvié como control de carga. (+):
Control positivo. Tratamiento con suero fetal bovino 10% durante 10 min, estimulo activador de la via de las
MAPK en general. Se muestran imagenes representativas de un experimento de un total de tres con resultados
similares. BZATP: 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl-ATP, analogo sintético de ATP, un ligando especifico de P2X7 en la
concentracion empleada.
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El objetivo general de este trabajo es estudiar la activacion del receptor P2X7 y su
variante polimorfica GIn460Arg en el contexto de la asociacion descripta con trastornos
psiquiatricos tales como depresion a nivel del sistema nervioso central, donde P2X7 tiene un
rol en la respuesta inflamatoria.

Habiendo observado previamente que la coexpresion de P2X7-WT y P2X7-
GIn460Arg produce la pérdida de funcion del receptor, se proponen los siguientes objetivos

especificos:

Estudiar la respuesta a calcio y la activacion de mecanismos de sefializacion

intracelular en células del SNC.

Confirmar la pérdida de funcion de P2X7 debido a la coexpresion de ambas

variantes.

Evaluar si existe interaccion entre las variantes de P2X7 a nivel del receptor.
e Buscar nuevos blancos involucrados en la sefalizaciéon mediada por P2X7 y su
variante polimorfica.

Estudiar la relevancia de estos nuevos blancos en el contexto inflamatorio del SNC.

Caracterizar las modificaciones en la transcripcion génica a nivel global debido a la

activacion de las distintas variantes de P2X7.

Identificar genes candidato diferencialmente expresados que podrian explicar la

asociacion entre la variante polimorfica de P2X7 y los trastornos psiquidtricos.

La hipotesis de este trabajo es que la coexpresion de las variantes P2X7-WT y P2X7-
GIn460Arg tienen consecuencias funcionales que modifican la respuesta celular frente a la
activacion del receptor. El estudio de estas consecuencias permitiria explicar la asociacion

descripta con depresion.
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1. Aparatos, estimulos, anticuerpos e inhibidores

1.1. Aparatos o dispositivos especiales

Se detallan solamente los equipos que tienen alguna caracteristica especifica de
aplicacion en los experimentos detallados en este trabajo de tesis, sin mencionar aquellos de

uso general como pueden ser campanas de flujo laminar, freezers o centrifugas.

- Espectrofotometro (Bio Rad)

- Termociclador DNAEngine (Bio-Rad)

- Termocicladora en tiempo real: Real-time System CFX96 (BioRad)
- Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

- Espectrofotometro iMark Microplate Reader (Bio-Rad)

- Microscopio de fluorescencia confocal FV1000 BX61 (Olympus)

- Microscopio de fluorescencia BX-FLA (Olympus).

1.2. Estimulos y agentes farmacologicos

BzATP: [2,3-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP]. Anéalogo sintético del ATP. Ligando

selectivo para receptores P2X7. En todos los casos se lo utilizé en concentracion 50 uM.

1.3. Anticuerpos

De la empresa Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA):
¢ IgG monoclonal de raton anti fosfo-ERK1/2: reconoce forma fosforilada; 1:500.

¢ IgG monoclonal de conejo anti B-Raf: 1:1000.

De la empresa Cell Signalling (Beverly, MA, USA):
¢ IgG policlonal de conejo anti p42/44 (ERK1/2 total): reconoce forma fosforilada y no
fosforilada; 1:1000.
¢ IgG policlonal de conejo anti fosfo-BRaf Ser446: reconoce forma fosforilada; 1:1000.

e [gG policlonal de conejo anti Histona H3; 1:10000
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De la empresa Abcam (Cambridge, RU, UK):
e [gG policlonal de ratéon anti PARP1; 1:1000.
¢ [gG policlonal de rata anti HSC-70; 1:2000.
e [2G policlonal de ratéon anti-GAPDH; 1:10000.

De la empresa Biorad (Hercules, CA, USA):
e [gG-HRP policlonal de cabra anti-conejo; 1:3000.
e [gG-HRP policlonal de cabra anti-raton; 1:3000.

De la empresa IBA (Géttingen, Alemania)
¢ IgG monoclonal de raton anti STREP; 1:1000.

De la empresa BD BioSciences (New Jersey, USA)
¢ IgG monoclonal de conejo anti Poli-ADP ribosa; 1:10000.

De la empresa Covance (Madison, USA)

¢ IgG monoclonal de raton anti-6xHis; 1:1000.

1.4. Otros reactivos o materiales

De la empresa Sigma (Madison, USA): BSA 99 % de pureza, Proteina G-Agarosa, Proteina
A-Sepharosa, Glutamina, Membrana de nitrocelulosa de 0.45 puM de poro, PMSF,

Ortovanadato.

De la empresa Gibco BRL-Life Technologies-Invitrogen (New York, USA): DMEM baja
glucosa, Opti-MEM, Penicilina-estreptomicina, Geneticina (G418), Tripsina, PBS estéril,
Lipofectamina (lipoFECTAMINE Reagent®), Plus Reagent®, dNTPs, Taqg ADN polimerasa,
Fluo-4AM, Pluronic F-127.

De la empresa Molecular Research Centre (Cincinnati, USA): Tri Reagent.

De la empresa Promega (Madison, WI, USA): Enzimas de restriccion, MMLV-RT

(Transcriptasa Reversa), RNAsin.
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De la empresa Qiagen (Hylden, Alemania): Columnas QIAGEN® de afinidad para
purificacién de ADN plasmidico.

De la empresa Carls Roth GmbH (Karlsruhe, Alemania): Fenol neutro y fenol acido (Roti-
Phenol®).

De la empresa Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, USA): Proteina A/G Plus.

Para el cultivo de células se utilizaron materiales descartables como botellas de
cultivo, placas de Petri, tubos conicos de centrifuga, criotubos y pipetas de las marcas TTP,

GBO, Eppendorf, Axygen, NUNC y Corning.

2. Manejo de plasmidos

2.1. Plasmidos utilizados

En este trabajo se utilizaron los siguientes plasmidos, con la finalidad que se detalla en
cada caso.
La totalidad de estos plasmidos fueron generados mediante técnicas de subclonado, de

acuerdo a como se detalla en la siguiente seccion.

pcDNA3 P2X7-WT: Vector de expresion pcDNA3.1 (Invitrogen) al cual se le inserto
en su sitio multiple de clonado la secuencia codificante de ADNc de la variante WT de P2X7.
Este vector contiene el gen de resistencia a Neomicina. El mismo fue utilizado para generar

clones estables sobrexpresores de P2X7-WT, como se detalla en 3.3.

pcDNA3 P2X7-460: Vector de expresion pcDNA3.1/ZEO(+) (Invitrogen) al cual se le
insertd en su sitio multiple de clonado la secuencia codificante de ADNc de la variante
GIn460Arg de P2X7. Este vector contiene el gen de resistencia a Zeocina. El mismo fue

utilizado para generar clones estables sobrexpresores de P2X7-GIn460Arg, como se detalla en

3.3.
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pEXPR-IBA7 STREP tag P2X7-WT: Vector de expresion pEXPR-IBA7 STREP-tag
(IBA) al cual se le insert6 en su sitio multiple de clonado la secuencia codificante de ADNc de
la variante WT de P2X7, respetando el marco de lectura para obtener la transcripcion de la
proteina de fusion P2X7-WT con una etiqueta de Streptavidina en el extremo carboxilo
terminal. Este vector contiene el gen de resistencia a Neomicina. El mismo fue utilizado para

generar clones estables sobrexpresores de P2X7-WT, como se detalla en 3.3.

pEXPR-IBA43 6xHistidine-tag P2X7-GIn460Arg: Vector de expresion pEXPR-IBA43
(IBA) al cual se le insertd en su sitio multiple de clonado la secuencia codificante de ADNc de
la variante GIn460Arg de P2X7, respetando el marco de lectura para obtener la transcripcion
de la proteina de fusion P2X7-GIn460Arg con una etiqueta de 6 repeticiones de Histidina en
el extremo amino terminal. Este vector contiene el gen de resistencia a Neomicina. El mismo
fue utilizado para generar clones estables sobrexpresores de P2X7-WT, como se detalla en

3.3.

P2X7 WT-Cerulean: Vector de expresion modificado por subclonado. El mismo
contiene la secuencia codificante para la proteina de fusion entre P2X7-WT y la proteina
fluorescente Cerulean en el extremo carboxilo terminal. El mismo fue utilizado para realizar

transfecciones transitorias en células HEK293 para los ensayos de FRET.

P2X7 GIn460Arg-Cerulean: Vector de expresion modificado por subclonado. El
mismo contiene la secuencia codificante para la proteina de fusion entre P2X7-Gln460Arg y
la proteina fluorescente Cerulean en el extremo carboxilo terminal. El mismo fue utilizado

para realizar transfecciones transitorias en células HEK293 para los ensayos de FRET.

P2X7 WT-cpVenus: Vector de expresion modificado por subclonado. El mismo
contiene la secuencia codificante para la proteina de fusion entre P2X7-WT y alguna
permutacion circular de la proteina fluorescente Venus en el extremo carboxilo terminal. Se
utilizaron 5 variantes con distintas permutaciones circulares de Venus para generar 5
plasmidos con estas caracteristicas, los cuales fueron utilizados para realizar transfecciones

transitorias en células HEK293 para los ensayos de FRET.
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P2X7 GIn460Arg-cpVenus: Vector de expresion modificado por subclonado. EI mismo
contiene la secuencia codificante para la proteina de fusion entre P2X7-GIn460Arg y alguna
permutacion circular de la proteina fluorescente Venus en el extremo carboxilo terminal. Se
utilizaron 5 variantes con distintas permutaciones circulares de Venus para generar 5
plasmidos con estas caracteristicas, los cuales fueron utilizados para realizar transfecciones

transitorias en células HEK293 para los ensayos de FRET.

TrkA-Cerulean: Vector de expresion que contiene la secuencia codificante para la
proteina de fusion entre el receptor de NGF (del inglés, Nerve growth factor) TrkA y la
proteina fluorescente Cerulean. El mismo fue cedido gentilmente por el Dr. E. Hoijman y
utilizado para realizar tranfecciones transitorias en células HEK293 para los ensayos de

FRET.

2.2. Subclonado de plasmidos

Los siguientes plasmidos fueron generados para este trabajo de tesis mediante técnicas

de subclonado.

pcDNA3 P2X7-WT: La secuencia de cDNA de P2X7-WT incorporada en el plasmido
pGemT-Easy Vector (Promega) fue cedida gentilmente por el Dr Marcelo Paez-Pereda
(Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemania). La misma fue liberada de dicho
plasmido mediante digestion con la enzima de restriccion Notl y posteriormente insertada en

el sitio Notl del sitio multiple de clonado del vector de expresion pcDNA3.1 (Invitrogen).

pcDNA3 P2X7-GIn460Arg: La secuencia de cDNA de P2X7-Gln460Arg incorporada
en el plasmido pNKS2 fue cedida gentilmente por el Dr Marcelo Paez-Pereda. La misma fue
liberada de dicho plasmido mediante digestion con la enzima de restriccion Xbal y
posteriormente insertada en el sitio Xbal del sitio multiple de clonado del vector de expresion

pcDNA3.1/ZEO(+) (Invitrogen).
pEXPR-IBA7 STREP tag P2X7-WT: El plasmido pcDNA3 P2X7-WT fue digerido

con las enzimas Kpnl y Xhol liberando asi el ADNc de P2X7-WT. Este fragmento fue
insertado en el sitio multiple de clonado del plasmido pEXPR-IBA7 STREP-tag.
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pEXPR-IBA43 6xHistidine-tag P2X7-GIn460Arg: El pldsmido pcDNA3 P2X7-
GIn460Arg fue digerido con las enzimas Kpnl y Apal liberando de esta manera el ADNc de
P2X7-GIn460Arg. Este fragmento fue insertado en el vector pPBK-CMYV, el cual fue utilizado
como plasmido intermediario. El mismo fue posteriormente digerido con las enzimas Kpnl e

HindIII y ligado en el sitio correspondiente del plasmido pEXPR-IBA43 6xHistidine-tag.

P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg fusionados a Cerulean y cpVenus: Para la generacion
de las construcciones de P2X7 unidas a las proteinas fluorescentes, los ADNc de P2X7-WT y
P2X7-GIn460Arg fueron amplificados por PCR a partir de los plasmidos pcDNA3 P2X7-WT
y pcDNA3 P2X7-Gln460Arg respectivamente. Los primers directos contienen un sitio de
restriccion para HindIll y los primers reversos contienen un sitio de restriccion para Smal y
fueron disefiados de modo tal de remover el codon stop del ADNc de P2X7. Los productos de
PCR fueron ligados respetando el marco de lectura en el sitio multiple de clonado del
plasmido pEYP-N1 (Promega) (Cedido gentilmente por el Dr. M. Blaustein, Laboratorio de
Fisiologia y Biologia Molecular, Universidad de Buenos Aires). Se emplearon los siguientes
primers:

P2X7-WT Directo: 5' TCAAGCTTTATCCATCACAC 3.

P2X7-GIn460Arg Directo: 5' AAAAGCTTAGGGAGGGAGGCTG 3.

P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg Reverso: 5' GGCCCGGGAGTAAGGACTCT 3.

A continuacion, se removid la secuencia de EYFP (del inglés, enhanced yellow
fluorescent protein) de estos vectores pEYP-N1 por medio de digestion con las enzimas Agel
y Xbal para ser reemplazada ya sea por las variantes Cerulean o Venus. Estas variantes fueron
amplificadas por PCR a partir de los plasmidos pRSETb (Invitrogen). El plasmido pRSETb-
Cerulean fue gentilmente cedido por el Dr Mitkowski (Instituto Max Planck de Medicina
Experimental, Gottingen, Alemania) y los 5 plasmidos pRSETb conteniendo 5 permutaciones
circulares de Venus -cp49Venus, cpl57Venus, cpl73Venus, cpl95Venus y cp229Venus-
fueron gentilmente cedidos por el Dr Nagai (Research Institute for Electronic Science,
Hokkaido University, Sapporo, Japon). Los primers directos poseen un sitio de restriccion
Agel y los primers reversos un sitio Xbal los cuales respetan el marco de lectura. Para las
variantes de Venus se usé un unico par de primers que se aparean en el sitio multiple de

clonado del plasmido pRSETDb.
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Cerulean Directo: 5' AAACCGGTCATGGTGAGCAAGGG 3'.
Cerulean Reverso: 5' GGTCTAGATTACTTGTACAGCTCG 3'.
cpVenus Directo: 5' AAACCGGTGGACGATGACGATAAGG 3.
cpVenus Reverso: 5' GGTCTAGAAGCAGCCGGATCAAGC 3'.

Todas las amplificaciones por PCR de fragmentos para su posterior purificacion y
subclonado se llevaron a cabo de manera idéntica al protocolo desarrollado en Materiales y
Métodos 4.5 pero con High Fidelity Polimerasa, la cual posee mayor fidelidad de replicacion
que la TaQ polimerasa, para minimizar errores. El producto final de todos los subclonados por
PCR fue secuenciado para comprobar que no se hubieran introducido mutaciones por errores

de replicacion y todas las construcciones fueron a su vez chequeadas funcionalmente.

2.3. Purificacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos obtenidos por la digestion enzimética de pldsmidos o por
amplificacion por PCR se recuperaron mediante la purificaciéon por gel. Para ello se corrio
electroforéticamente la muestra en un gel conteniendo 1-1,5% agarosa disuelta en buffer TBE
Ix (Tris-HCI 25 mM, Borato 100 mM; EDTA10 mM, pH: 8.0) conteniendo bromuro de etidio
a 80V. Para identificar el tamafio de los fragmentos obtenidos se utilizd6 un marcador de peso
molecular de 1Kb plus (Invitrogen). Las muestras se sembraron en un buffer conteniendo un
20% de Glicerol y Azul de Bromofenol como colorante indicativo del frente de corrida. Las
bandas se visualizaron en el transiluminador UV. Los fragmentos de agarosa conteniendo las
bandas de interés se recortaron utilizando un bisturi y se transfirieron a un tubo eppendorf.
Luego la purificacion del DNA se realizé utilizando el kit de extraccion a partir de gel, Qiaex
IT (Qiagen). Por este método se aislaron de gel todos los fragmentos obtenidos por PCR o a
partir de clivaje desde un plasmido de origen con enzimas de restriccion, para su posterior

subclonado a las construcciones deseadas.

2.4. Reaccion de ligacion

Las reacciones de ligacion se hicieron a 4°C durante 16 h, en 20 ul de buffer de
ligacion (Tris-HC1 50 mM pH: 7.5; MgCl, 7 mM; DTT 1 mM), en presencia de ATP 500 uM
y 1 U de ADN ligasa del fago T4.
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2.5. Preparacion de bacterias competentes

Se siguio el protocolo de transformacion descripto por Sambrook (362). Bacterias
Escherichia coli cepa DHS5a fueron utilizadas como fuente de bacterias competentes. Para
alcanzar la competencia, las bacterias fueron sembradas con ansa en una placa de LB-agar
libres de antibiotico de manera dispersa como para obtener colonias individuales, y
posteriormente incubadas a 37°C por 16 h. Se tom6 una colonia aislada y se la inocul6 en 5
ml de medio LB, el cual fue incubado durante 16 h en agitacion (200 rpm, 37°C). Una vez
alcanzada la saturacion en el crecimiento, se inocularon 200 ml de dicho cultivo en medio LB
nuevo que se incubo en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad optica de 0,5
medida a 600 nm para estimar el crecimiento del cultivo. Luego se centrifugd por 10 min a
3000 rpm y el precipitado bacteriano se resuspendi6é en 100 ml de CaCl, 100 nM preenfriado
en hielo. La suspension de bacterias se centrifugdé nuevamente a 4°C por 10 min a 3000 rpm.
El precipitado fue resuspendido en 5 ml de CaCl, 100 nM e incubado en hielo por 30 min.
Esta suspension bacteriana se alicuotd en 200 pl en tubos eppendorf con el agregado de
glicerol hasta alcanzar una concentracion final del 15%. Finalmente, las bacterias fueron

conservadas a —80°C hasta su utilizacion.

2.6. Transformacion bacteriana y aislamiento de plasmidos

Se siguid el protocolo de transformacioén descripto por Sambrook (362). 50 ul de
bacterias competentes DH5a de eficiencia al menos 1x10° colonias/ug de DNA transformado,
almacenadas a -80°C fueron descongeladas lentamente en hielo. Luego se agregaron entre
10ng y 100 ng de plasmido, y se las incubd 20 min en hielo. Rapidamente, se les aplico un
shock térmico de 90 s a 42°C y nuevamente se las coloco en hielo. Luego, se agregaron 900
pl de medio LB sin antibidtico durante 45 min a 37°C. Finalmente, se tomaron cantidades
variables de bacterias en LB (entre 50-500 pl), dependiendo de la calidad y cantidad inicial

del plasmido y se plaquearon en placas de LB con el antibidtico correspondiente.

2.7. Preparacion de plasmidos a pequeria escala o mini-preparaciones

Se utilizo el método de Birnboim y Doly (363). Tubos de vidrio conteniendo 3 ml de

medio LB con el antibidtico de seleccion correspondiente fueron inoculados con bacterias
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provenientes de colonias individuales portadoras del plasmido de interés, aisladas como se
describio previamente en placas en LB agar. Los cultivos fueron mantenidos por 20 h
aproximadamente a 37°C en agitacion a 180 rpm. Luego, 1,5 ml de cultivo fueron trasvasados
a tubos tipo eppendorf y centrifugados a 2000 rpm, 5 min. El precipitado celular fue
resuspendido en 300 pl de Solucion de resuspension P1 (Tris-HC1 50 mM pH 7,5; EDTA 10
mM) conteniendo ARNasa A (5 0 pg/ml). Luego, 300 pl de Solucion de desnaturalizacion P2
(NaOH 0,2 N; SDS 1%) fueron agregados, mezclados por inversion y mantenidos por 5 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 300 ul de renaturalizacion P3 (KAcO 3M pH 5,2) helada,
se incubd la mezcla en hielo durante 20 min y se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente. 700 pl del sobrenadante fueron precipitados con un volumen de
isopropanol, y el material precipitado se lavdo con 1 ml de etanol 70%. El precipitado

finalmente se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 20 pl de H,O.

2.8. Analisis de plasmidos por enzimas de restriccion

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron analizados mediante mapeos por
enzimas de restriccion para asegurar la utilizacion de los plasmidos correctos. Para ello varias
mini- preparaciones de ADN plasmidico fueron verificadas simultdneamente. 2-3 pl de ADN
plasmidico proveniente de mini-preparaciones fueron sometidos a digestiéon por enzimas de
restriccion siguiendo el siguiente protocolo: 2-3 pl de ADN plasmidico, 2 pl de buffer de
restriccion, 0,5 U de la enzima de restriccion escogida y H,O hasta completar 20 pl de
volumen final. Las mezclas fueron incubadas durante 2 h a 37°C. Luego las bandas obtenidas
fueron resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa de entre 0,6-2% en buffer TBE
(Tris-HCI 25 mM, Acido Bérico 100 mM; EDTA10 mM, pH 8,0) con bromuro de etidio. El
porcentaje final de agarosa de los geles fue determinado segun el tamafio de las bandas
esperadas. Finalmente, las bandas fueron puestas de manifiesto mediante exposicion a luz UV

y documentadas fotograficamente en papel térmico.
2.9. Preparacion de plasmidos a gran escala o maxi preparaciones
Los plasmidos chequeados fueron sujetos a amplificaciones a gran escala con el objeto

de obtener una masa suficiente como para llevar adelante los experimentos de transfecciones.

Para ello, las maxi-preparaciones fueron llevadas a cabo mediante el uso de columnas de
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afinidad (QIAGEN). Brevemente, 350 ml de medio LB con el antibiotico de seleccién
adecuado, fueron inoculados con una alicuota de suspension de bacterias provenientes de
colonias individuales portadoras del plasmido de interés, aisladas como se describio
previamente en placas en LB agar.

Los cultivos fueron mantenidos por 20 h aproximadamente a 37°C en agitacién a
180rpm. Los cultivos, en fase logaritmica de crecimiento, fueron trasvasados a botellas de
policarbonato de 500 ml y centrifugados a 6000 g por 15 min a 4°C. El sobrenadante fue
descartado y el precipitado celular fue resuspendido en 10 ml de solucion de resuspension P1
(Tris-HC1 50 mM pH 7.5; EDTA 10 mM) conteniendo ARNasa A (50 pg/ml). Luego, 10 ml de
solucion de lisis P2 (NaOH 0,2 N; SDS 1%) fueron agregados, mezclados por inversion y
mantenidos por 5 min a temperatura ambiente. Luego, se agregaron 10ml de solucion de
renaturalizacion P3 (KAcO 3 M pH 5.,2) helada, se incub6 la mezcla en hielo durante 20 min
y se centrifug6 a 20.000 g durante 10 min a 4°C. Mientras tanto, las columnas se equilibraron
con buffer de QBT (NaCl 750 mM, MOPS 50 mM, isopropanol 15%, Triton X-100 0,15%).
El sobrenadante fue filtrado en un embudo con gasa y volcado en una columna QIAGEN-tip
500 (para maxipreparaciones). La columna fue vaciada por gravedad y lavada dos veces con
30 ml de buffer de lavado QC (NaCl ImM, MOPS 50 mM, isopropanol 15%). Finalmente, el
ADN retenido en la columna fue eluido con 15 ml de buffer de elucion QF (NaCl 1,25 M,
Tris-HC1 50 mM pH 8,5, Isopropanol 15%). El ADN eluido fue precipitado con 0,7
volimenes de isopropanol en tubos COREX y centrifugado a 15000g. E1 ADN precipitado fue
lavado dos veces con etanol 70% y el precipitado fue secado al aire durante 20 min y
resuspendido en H20 miliQ. La calidad del ADN plasmidico se verificd en geles de agarosa y

la concentracion final se midi6 por espectrofotometria.

3. Cultivos celulares

3.1. Lineas celulares

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares HEK293, 1321N1 y HT22.

HEK?293: Esta linea celular deriva de células embrionarias de rifion humano. Son

células adherentes y de aspecto fibriblastico. La linea celular fue cedida gentilmente por el Dr

Francesco Di Virgilio (Universidad de Ferrara, Ferrara, Italia).
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1321N1: Esta linea celular deriva de un astrocitoma humano. Las mismas son
adherentes y tienen morfologia glial.

HT22: Esta linea celular corresponde a un subclon de la linea HT4, la cual deriva de
un cultivo primario de hipocampo de raton. Fue cedida generosamente por el Dr. Dietmar

Spengler (Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemania).

3.2. Mantenimiento de las lineas celulares en cultivo

Las células HEK293 fueron cultivadas en medio esencial minimo de cultivo DMEM
alta glucosa (4,5 g/ml) suplementado con bicarbonato de sodio (2,4 g/L), HEPES (2,2 g/L),
suero fetal bovino (SFB) previamente decomplementado por calor a 65°C durante 30 min
(10% final), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y glutamina (4 mM).

Tanto las células 1321N1 como las HT22 fueron cultivadas en medio esencial minimo
de cultivo DMEM baja glucosa (1 g/ml) suplementado con bicarbonato de sodio (2,4 g/L),
HEPES (2,2 g/L), suero fetal bovino (SFB) previamente decomplementado por calor a 65°C
durante 30 min (10% final para el caso de las 1321N1 y 5% final para las HT22), penicilina
(100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y glutamina (4 mM). En el caso de los clones
estables generados a partir de cada linea en particular, el medio de cultivo correspondiente
también contiene el agente selectivo adecuado para asegurar la expresion del transgén
transfectado en cada caso.

Las lineas celulares fueron incubadas a 37°C en una atmosfera himeda y 5% de CO2.
Todas las lineas se mantuvieron en crecimiento con pasajes cada 72-96 h de una dilucion 1:5 a
1:20 dependiendo la tasa de crecimiento. Para el mantenimiento, asi como para el plaqueo de
las células para cada experimento, las células fueron lavadas con PBS y despegadas de la

placa de cultivo por medio del tratamiento con tripsina durante 1-5 min a 37°C.

3.3. Generacion de clones estables

Se generaron las siguientes lineas sobreexpresoras de transgenes por medio de

transfeccion de plasmidos de DNA y posterior seleccidon para garantizar la integracion estable

del mismo al genoma de la linea celular.
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Clones HEK293 P2X7-WT: Células HEK293 fueron transfectadas con el plasmido
pcDNA3 P2X7-WT con resistencia a Neomicina. Se seleccionaron clones resistentes a

Neomicina sobreexpresores de P2X7-WT. Se obtuvieron 9 clones.

Clones HEK293 P2X7-Gln460Arg: Células HEK293 fueron transfectadas con el
plasmido pcDNA3 P2X7-GIn460Arg con resistencia a Zeocina. Se seleccionaron clones

resistentes a Zeocina sobreexpresores de P2X7-GIn460Arg. Se obtuvieron 7 clones.

Clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg: Un clon HEK293 P2X7-WT (clon 13) fue
transfectado con el plasmido pcDNA3 P2X7-GIn460Arg con resistencia a Zeocina. Se
seleccionaron clones con doble resistencia a Neomicina y Zeocina sobreexpresores de P2X7-

WT y P2X7-GIn460Arg. Se obtuvieron 11 clones.

Clones 132IN1 P2X7-WT: Células 1321IN1 fueron transfectadas con el plasmido
pcDNA3 P2X7-WT con resistencia a Neomicina. Se seleccionaron clones resistentes a

Neomicina sobreexpresores de P2X7-WT. Se obtuvieron 5 clones.

Clones 1321N1 P2X7-Gln460Arg: Células 1321N1 fueron transfectadas con el
plasmido pcDNA3 P2X7-Gln460Arg con resistencia a Zeocina. Se seleccionaron clones

resistentes a Zeocina sobreexpresores de P2X7-WT. Se obtuvieron 5 clones.

Clones 1321N1 P2X7-WT/GIn460Arg: Un clon 132IN1 P2X7-WT (clon 6) fue
transfectado con el plasmido pcDNA3 P2X7-GIn460Arg con resistencia a Zeocina. Se

seleccionaron clones con doble resistencia a Neomicina y Zeocina sobreexpresores de P2X7-

WT y P2X7-GIn460Arg. Se obtuvieron 8 clones.

Clones HEK293 P2X7-WT-STREP P2X7-Gln460Arg-HIS: Células HEK293 fueron
transfectadas en simultdneo con los plasmidos pEXPR-IBA7 STREP tag P2X7-WT vy
pEXPR-IBA43 6xHistidine-tag P2X7-Gln460Arg ambos con resistencia a Neomicina. Se
seleccionaron clones resistentes a Neomicina sobreexpresores de P2X7-WT-STREP y de

P2X7-Gln460Arg-HIS. Se obtuvieron 20 clones.
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3.4. Transfeccion estable

Se realizo el siguiente protocolo general de transfeccion celular y establecimiento de
clones sobreexpresores estables para la obtencion de todos los clones estables mencionados.

Se sembro la linea celular correspondiente en placas de 6 pocillos 48 h previo al
momento de la transfeccion, de manera de llegar a este punto con 70-80% de confluencia.
Cada pocillo se transfectd con 1 pug del plasmido correspondiente con 4 pL. de Lipofectamina
2000 2 mg/ml (Invitrogen) durante 4 h en 2,5 ml de Opti-MEM. Transcurrido este tiempo se
reemplazé el medio por medio de cultivo de mantenimiento para cada tipo celular. Al dia
siguiente las células transfectadas se plaquearon en nuevos pocillos en diluciones altas (entre
1/20 y 1/100 dependiendo de la linea celular) de manera de obtener células individuales en la
superficie del pocillo e impedir el sobrecrecimiento de la poblacion celular. 48 hs luego de la
transfeccion se cambi6 el medio por medio con antibidtico de seleccion (G-418 800 ug/ml o
Zeocina 100 ug/ml). Vale destacar que estas concentraciones de antibidtico son suficientes
para producir la muerte de células no transfectadas con pldsmidos que contengan dicha
resistencia en el lapso de 4-8 dias. Se renovo el medio con antibidtico de seleccion cada 48-72
h. Con el transcurrir de los dias se pudo observar la muerte y desprendimiento de muchas
células debido a la toxicidad del antibidtico. Luego de 1-2 semanas de seleccion, se hicieron
evidentes focos de cé€lulas resistentes. Estas células provienen de una tnica célula transfectada
con el plasmido correspondiente, el cual eventualmente se integré al genoma de manera
estable. Cuando los focos tuvieron un tamafio considerable (visibles al ojo humano sin
amplificacion) se los tripsiniz6 individualmente y se transfirio la totalidad del mismo a un
pocillo de placa de 24 pocillos. Cada uno de estos focos representa un clon estable de la
transfeccion correspondiente, originados cada uno a partir de una unica célula exitosamente
transfectada y que mantiene la expresion de la resistencia a antibidtico. A continuacion se dejo
crecer cada clon hasta alcanzar 80% confluencia y se los comenzé a amplificar
transfiriéndolos a superficies progresivamente mayores. Durante dicho proceso de
amplificacion que llevo en general entre 4 y 6 semanas se mantuvo siempre el antibidtico de
seleccion. No todos los clones obtenidos de los focos sobrevivieron a dicho proceso. Luego de
un minimo de 4 semanas y al conseguir una amplificacion tal de tener cada clon en placas de
10cm se procedid a congelar varias ampollas de cada clon y a caracterizar la expresion del

transgén por RT-PCR.
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4. RT-PCR y RT-PCR cuantitativa en tiempo real

4.1. Diserio de primers y controles

La mayoria de los primers empleados en este trabajo de tesis fueron disenados por el
tesista. En algunos casos el laboratorio ya contaba con secuencias probadas o las mismas
fueron provistas por grupos colaboradores. Para el disefio de nuevas secuencias de primers se
utilizé el programa Beacon Designer 6.0 que optimiza la busqueda de primers para realizar
PCR a partir de la secuencia de ARNm de cada transcripto anotada en la base de datos RefSeq
del NCBI. Se procur6 elegir pares de primers que hibridaran en distintos exones, para no
confundir con productos de la amplificacion de ADN gendémico. Se verifico la especificidad
de los primers realizando una busqueda en las bases del datos del NCBI a través de la
herramienta BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) y se analizaron los amplicones con el
programa GenomeBrowser de UCSC (www.genome.ucsc.edu).

En la Tabla 2 se detalla la totalidad de los primers empleados en esta tesina, asi como

también sus condiciones de uso.
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A) PCR comiin

Nombre Secuencia Directo Secuencia Reverso MgCl12 | Annealing
(mM) CcO
P2X7 human gtggatgaatcccacattaggatggtg | tactgeccttcactcttcggaaac 2 58
Actina gtggggcgccccaggeacca cggttggccttggggttcagg 2 58
P2X7 WT FRET tcaagctttatccatcacac ggceccgggagtaaggactct 2 58
P2X7 GIn460Arg FRET | aaaagcttagggagggaggctg ggcccgggagtaaggactct 2 58
Cerulean FRET aaaccggtcatggtgagcaaggg ggtctagattacttgtacagcetcg 2 62
cpVenus FRET aaaccggtggacgatgacgataagg | ggtctagaagcagecggatcaage 2 62

B) PCR en Tiempo Real

MgCl2 | Annealing
Nombre Secuencia Directo Secuencia Reverso (mM) (°O)
P2X7-WT ggacaaccagaggagataca tggtagagcaggaggaactg 2,5 65
P2X7-GIn460Arg gaaccagcagctactagggagaag gagtcgectectttctaagcagee 2,5 65
CHUK human ctatgctgaggttggtgtc ctgtaggagtgatctgaagg 4 68
RCAN1 human ggctggeccttactgctttat tacagacccacgcagtcaag 4 68
RPL19 human caatgccaactcccgtcagcagate gtgtttttccggeatcgagece 4 60
CHUK mouse attggagttggttagcagaatgac cggactggtaagtgaggaatgg 4 63
RCANTI mouse tgtggagtcegtcgtage tggcatcaggttattcagagtg 4 68
HPRT mouse tgggcttacctcactgcetttce cctggttcatcatcgctaatcacg 4 63

Tabla 2. Primers utilizados para PCR y PCR en tiempo real. Se muestran las secuencias de todos los
primers directos y reversos empleados para amplificar mediante reacciones de PCR (A) y PCR en Tiempo Real
(B). Se detallan ademas las concentraciones de cloruro de magnesio y temperaturas de annealing dptimas para el
uso de los mismos.

4.2. Extraccion de ARN

Se aisld6 ARN total de células en cultivo siguiendo el método de tiocianato de
guanidina y fenol-cloroformo (364). Se descart6 el medio de cultivo de una placa de 3,5 cm
de diametro confluente al 80%, y se lisaron las células con 500 pl de solucion D (tiocianato de
guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM, pH 7,0; N-lauril-sarcosil 0,5% m/v; B-mercaptoetanol
0,1 M) la cual permite la ruptura de las células sin que el ARN sea degradado. Luego, se
extrajo el ARN por el agregado de 75 pl de acetato de sodio 2 M (pH 4), 500 pl de fenol 4cido
y 150 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1) e incubando en hielo 15 min.
Posteriormente, se centrifugd 20 min a 15.000 g a 4°C y se tom6 cuidadosamente la fase
acuosa superior, quedando el ADN, lipidos y proteinas en la fase orgéanica y la interfase. El

ARN se precipitd incubando la fase acuosa con un volumen de isopropanol a -20°C por lo
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menos 2 h y centrifugandolo 30 min a 15.000g a 4°C. Finalmente, se lavo el precipitado con
500 pl de etanol 70%, se lo seco y se resuspendid en 20 pl de agua milliQ estéril. Para
cuantificar el ARN se realiz6 una dilucion 1/100 de cada muestra en agua milliQ estéril y libre
de ARNasas y se determind su concentracion en un espectrofotometro por absorbancia a 260
nm. La pureza de las muestras fue evaluada calculando el indice de A260/A280, el cual es un
buen estimativo de la cantidad de proteinas contaminantes en la muestra. Las muestras que se
utilizaron tenian un indice entre 1,8 y 2,0. Ademas se comprobd la integridad del ARN
corriendo 2 pl en un gel de agarosa 2% y verificando la ausencia de bandeados y la presencia

de bandas definidas para los ARN ribosomicos.

4.3. Extraccion de ARN para experimento de microarray

Con el fin de asegurar una Optima calidad del ARN obtenido y emplear las pautas
requeridas para obtener muestra de ARN aceptable para realizar el microarray, las muestras de
ARN para dicha técnica se obtuvieron mediante el método de reactivo de TRIzol, como se
describe a continuacion. El mismo es también una adaptacion del método de Chomczynski y
Sacchi (364). Se descart6 el medio de cultivo de una placa de 3,5cm de didmetro confluente al
80%, y se lisaron las células con 500 ul de TRI Reagent (Molecular Research Centre). Se
agregaron 100 pl de cloroformo y se agitdé vigorosamente. Se incub6é 10 min a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugd 15 min a 12.000g a 4°C y se tom6 cuidadosamente la
fase acuosa superior, quedando el ADN, lipidos y proteinas en la fase organica y la interfase.
El ARN se precipito incubando la fase acuosa con un volumen de isopropanol durante 10 min
a temepratura ambiente. Luego se centrifugd 10 min a 12.000g a 4°C. Finalmente, se lavo el
precipitado con 500 pl de etanol 70%, se lo seco y se resuspendié en 20 pl de agua milliQ

estéril.

4.4. Reaccion de retrotranscripcion

Se desnaturalizo el ARN incubandolo 5 min a 65°C y pasandolo inmediatamente a
hielo para evitar la formacion de estructuras secundarias. Luego, se realizo la transcripcion
reversa incubando 1 pg de ARN, 500 uM de cada ANTP, 20U de RNAsin (Promega), 5 uM de
oligo-dT, 300 U de la enzima retrotransciptasa M-MLVT RT (Promega) y su buffer

correspondiente en un volumen final de 20 pl a 37°C durante 1 hora. Se inactivo a la enzima
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incubando 5 min a 95°C.

4.5. Reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la PCR se tomaron 2,5 ul de ADNc obtenidos de la reaccion de retrotranscripcion

y se realizo la reaccion de PCR incubando con la siguiente mezcla de reaccion:

- 2,5 ul de buffer de PCR 10 X sin MgCl,

- 1 pl de MgCl, 50 mM

- 1 pl de primers (directo y reverso) 100 uM

- 0,5 ul de dNTPs 10 mM

- 0,15 pl de Taq polimerasa 5 U/ul (Invitrogen)
- H,O hasta completar volumen final de 25 pl

Se utiliza un termociclador (BioRad) con el siguiente programa:

e Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min

e 40 Ciclos de reaccion de la polimerasa:
Desnaturalizacion 95°C 20 s
Apareamiento de los primers 58°C 20 s
Elongacion 72°C 20 s

e Extension final 72°C 10 min
Los productos de amplificacion fueron visualizados corriendo el volumen total de la

reaccion en un gel de agarosa entre 1% y 2% de acuerdo al tamafio de producto esperado con

bromuro de etidio y utilizando un transiluminador UV.
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4.6. PCR en tiempo real cuantitativa (qPCR)

Mezcla de reaccion de PCR que se agrega a una dilucion del ADNc:

- 2,5 ul de buffer de PCR 10 X sin MgCl,

- X ul de MgCl, 50 mM

- 0,25 Wl o 1 pl de primers (directo y reverso) 100 uM

- 0,5 ul de dNTPs 10 mM

- 0,5 ul de DMSO

- 0,15 pl de Taq polimerasa 5 U/ul (Invitrogen)

- 0,015 pl de SyBR Green (Roche) dilucion 1/60 en DMSO del stock

- H,O hasta completar volumen final de 25 pl

El magnesio y la cantidad de primers se ajusta para cada par de primers: el magnesio
en un rango de concentraciones de entre 1 mM y 4 mM y los primers en un rango de entre 1
uM y 4 uM.

Las condiciones de reaccion de qPCR para cada par de primers empleado fue
cuidadosamente puesta a punto, de manera de obtener Unicamente el producto de
amplificacion deseado. Para esto, se determinaron las condiciones de reaccion en las cuales se
obtienen curva de melting con picos Optimos y se obtienen una tunica banda como producto de
amplificacion al correr el producto de qPCR en un gel de agarosa. Las variables a ajustar
fueron, a saber:

-concentracion de magnesio

-concentracion de primers

-agregado o no de DMSO a la mezcla de reaccion

-temperatura Optima de apareamiento de los primers

Cada muestra fue medida por duplicado o triplicado para el gen a determinar su
expresion y para un control externo, de modo de relativizar los niveles de expresion de cada
muestra con el fin de corregir posibles diferencias en cantidad de molde inicial. Para estos
fines se eligieron los genes B-Actina, RPL19 y HPRT que tienen niveles de expresion
elevados y practicamente constantes en todas las condiciones probadas.

Como control negativo de amplificacion se emplea mezcla de reaccion sin agregado de
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molde. Se considera una medicidén con valor positivo a aquella que tiene un valor de Ct de
como minimo 10 ciclos mayor que el control negativo.

Ademas se utiliza una curva de calibracion preparada con diluciones seriadas (1/2) de
una mezcla de todos los ADNc que se van a utilizar en la qPCR. El ADNc de cada muestra es
diluido 30-50 veces para que entre en el rango de diluciones de la curva. Se utilizan 5 ul de

ADNC diluido como molde de cada reaccion. Un programa tipico seria el siguiente:

¢ Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min

¢ 40 Ciclos de reaccion de la polimerasa:
Desnaturalizacion 95°C 20 s
Apareamiento de los primers Temperatura optima 15 s
Elongacion 72°C 15 s
Medicion de fluorescencia

e Desnaturalizacion final 95°C 15 s

e Medicion de curva de melting desde 65°C a 95°C adquiriendo valores de fluorescencia

cada 0,2°C

Las cuantificaciones se realizaron mediante el método de Delta Ct (365). Brevemente,
se determino el valor de Ct para cada muestra (promediando los duplicados o triplicados
técnicos) para el gen de interés y el gen de referencia empleado en cada caso. Luego se
obtuvo el nivel de expresion arbitrario mediante interpolacion en la curva de calibracion
generada con las diluciones seriadas y se relativizaron los niveles de expresion de cada

muestra al valor del gen de referencia.

5. Western Blot

5.1. Preparacion de los extractos celulares

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos o placas de 4 cm de didmetro.
24-48 h mas tarde, al alcanzar 70% de confluencia, fueron lavadas con PBS y hambreadas con
Opti-MEM durante 16 h. Transcurrido ese tiempo, en el caso que corresponda, las células

fueron estimuladas seglin sea indicado en cada experimento. Transcurrido el tratamiento las
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células fueron mantenidas en hielo, se les aspir6 el medio y se las lavd con PBS frio. Se
lisaron directamente con 100 pl de cracking buffer (Laemmli buffer: 62,5 mM Tris-HCI pH
6,8, 2% m/v SDS, 10% glicerol y 5% v/v B-mercaptoetanol). Los extractos fueron levantados
en tubos eppendorf con ayuda de un rubber, sonicados por 12 s a una amplitud del 10% en un

sonicador de punta (Fisher Scientific) y finalmente calentados a 95°C por 5 min.

5.2. Obtencion de fracciones de nucleo y citoplasma

Cuando fue necesario, se obtuvieron preparaciones de extractos celulares separando
las porciones citosdlicas y nucleares. Para esto, no se lisaron las células en cracking buffer
como se detalld previamente, sino que se sigui6 el siguiente protocolo, modificado a partir de
Kang y Kim (366). Algunas variables del protocolo original fueron modificadas para el tipo
celular 1321N1 en particular, dado que se vio que las condiciones Optimas de extraccion
nucleo-citoplasma eran muy variables para cada tipo celular. Se ajustaron los tiempos de
incubacion y las concentraciones de detergentes y concentraciones salinas. La disgregacion de
la membrana plasmatica para obtener el extracto citosolico se evalud por microscopia Optica
de transmision y el éxito final se evalu6 mediante WB de marcadores para citosol y nticleo.

El protocolo de extraccion se inicid a partir de 1 placa de 10 cm de células 1321N1
80% confluentes (alrededor de 500.000 c¢lulas). Se lava con PBS y se levantan las células en
I ml de PBS-EDTA 1 mM. Se centrifuga 3 min a 3000 rpm a 4°C y se resuspende en
precipitado de células en 100 uL de buffer L1 completo (Tris-HCl pH=8 50 mM; EDTA 0,2
mM; NP40 0,1%; glicerol 10%; coctel de inhibidores de proteasas en las concentraciones
indicadas por el fabricante, ortovanadato de sodio 8 mM y PMSF 1 mM). Se incuba 5 min en
hielo y luego se centrifugd 5 min a 5000 rpm a 4°C. Se guarda el sobrenadante que es el
extracto citosoélico, agregando cracking buffer 6X y almacenando a -20°C. El precipitado se
lava con 500 uL de buffer L1 y luego se resuspende el precipitado en 100 pL de buffer 1.2
completo (Tris-HCl pH=8 50 mM; EDTA 5 mM; SDS 0,1%; coctel de inhibidores de
proteasas en las concentraciones indicadas por el fabricante, ortovanadato de sodio 8 mM y
PMSF 1 mM). Se sonica en un sonicador de bano de agua Diagenode (Bioruptor) en
intensidad méxima durante 2 ciclos de 30 s y luego se centrifuga 10 min a 10000 g. Se guarda
el sobrenadante que es el extracto nuclear, agregando cracking buffer 6X y almacenando a -

20°C.
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5.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), electro-transferencia y

revelado

Las muestras preparadas en cracking buffer fueron resueltas en geles de poliacrilamida
6-15% desnaturalizantes (de acuerdo al peso molecular que tuviera la proteina deseada) en
buffer Tris-Glicina-SDS (Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, 0.1% SDS). Para la
identificacion de los tamafios moleculares, se utilizd el marcador de peso molecular Broad
Precision Marker (Bio Rad, Hercules,CA). Se realizo la corrida electroforética hasta que cay6
el frente de corrida. Una vez finalizada, se realiz6 la transferencia a membranas de
nitrocelulosa de 0,45 pm de poro a 100 V durante 1h (1:30 h para proteinas de alto peso
molecular) en buffer de transferencia (Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, 0.05% SDS, 20%
metanol). Luego, se tifieron transitoriamente las membranas con Rojo Ponceau para chequear
el proceso hasta ese paso y comparar aproximadamente las masas sembradas en cada calle. Se
incubaron las membranas durante 1 h en agitacién con solucion de bloqueo TBS-Tween (Tris
25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, 0,1% SDS, 0,05% Tween-20) con 5% m/v de leche
descremada para bloquear los sitios inespecificos en la membrana. Teniendo en cuenta que la
leche tiene fosfatasas, para la inmunodeteccion de fosfoproteinas, la solucion de bloqueo fue
inactivada previo a su uso calentdndola durante 1 h a 60°C. La incubacion con los anticuerpos
primarios se llevd a cabo durante toda la noche a 4°C en agitacion. Las diluciones de los
anticuerpos fueron preparadas en la misma solucion de bloqueo o en BSA 5%-TBS-Tween,
segun el anticuerpo utilizado. Las membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 min con
TBS-Tween. Luego, se incubd con el anticuerpo secundario de la especie apropiada acoplado
a peroxidasa de rabanito en una dilucioén 1:3000 en solucion de bloqueo por 1 h a temperatura
ambiente en agitacion. Luego de tres lavados sucesivos con TBS-Tween y un cuarto lavado
con TBS, la unioén de los anticuerpos fue detectada mediante un kit de quimioluminiscencia
(SuperSignal West Dura, PIERCE, Rockford, IL, USA) utilizando un equipo digital LAS-
1000 Imaging System (Fuji, Tokyo, Japan) o un revelador automatico de placas radiograficas
(JPI). Para el revelado del control de carga sobre la misma membrana (se procurd que el
anticuerpo empleado para cada control de carga fuera de diferente especie a la del anticuerpo
empleado en primer lugar), se la lavo exhaustivamente durante al menos 5 h, y luego se

incubo con el anticuerpo primario correspondiente y se continu6 el protocolo de revelado.

88



Fernando Aprile Garcia Materiales v Métodos

6. Ensayos de inmunoprecipitacion.

Las células fueron crecidas hasta una confluencia del 80% en placas de de 10 cm de
diametro. Luego, fueron lavadas con PBS frio y levantadas con el buffer RIPA modificado (50
mM Tris pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% NP-40) al que se le agreg6 el coctel de
inhibidores de proteasas (Roche Molecular Biomedicals; en las concentraciones indicadas por
el fabricante), ortovanadato de sodio (Sigma; 8 mM) y PMSF (Sigma; 1 mM). Los extractos
fueron lisados durante 1 h a 4°C en rotor giratorio. Se centrifugd durante 10 min a 3000 g y se
recuperd el sobrenadante que contiene el extracto proteico. Los ensayos de
inmunoprecipitacion (IP) se realizaron a 4°C durante toda la noche utilizando el anticuerpo
especifico para caso en particular (ver Tabla 3). Los inmunoprecipitados fueron recuperados
con bolitas de agarosa o sefarosa. Se realizd un paso de preclearing (1 h a 4°C en rotor
giratorio) antes de la IP utilizando suero comercial no inmune de conejo (Santa Cruz
Biotechnology) o de ratén (Santa Cruz Biotechnology) mas bolitas de proteina
correspondiente en cada caso para disminuir el pegado no especifico al anticuerpo. Los
inmunoprecipitados fueron lavados dos veces con el buffer RIPA modificado y una tltima vez
con PBS frio. Luego fueron resuspendidos en cracking buffer. Después de calentar a 95°C por
5 min, las muestras fueron centrifugadas a baja velocidad y los sobrenadantes fueron corridos

en un SDS-PAGE.

Anticuerpo Marca Catalogo Especie Cantidad Bolitas
BRAF Santa Cruz SC-9002 Conejo 1 vg A-Sepharosa
PARPI Santa Cruz SC-1561 Cabra 1 vg G-Agarosa
PAR BD Biosciences |551813 Congjo 1 vg A-Sepharosa
HIS Covance MMS-156R Ratén 500 ng A-Sepharosa
STREP IBA 2-1507-001 Raton 500 ng A-Sepharosa

Tabla 3. Anticuerpos para ensayos de Inmunoprecipitacion. Se detallan los datos de cada anticuerpo
empleado en las reacciones de inmunoprecipitacion mostradas en esta tesis. Cantidad: masa de anticuerpo
inmunoprecipitante agregado por tubo de reaccion. Bolitas: Tipo de bolitas empleadas para la precipitacion del
anticuerpo.
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7. Transfecciones transitorias

7.1. Transfeccion transitoria de ADN para ensayos de FRET

Las células HEK293 fueron sembradas al 40% de confluencia en placas de cultivo de
6 pocillos a las que se le agrego previamente un portaobjetos circular de 25 mm de diametro
estériles para microscopia. 24h mas tarde fueron transfectadas utilizando Lipofectamina 2000
(Invitrogen) segun instrucciones del fabricante. Brevemente, en un tubo de polipropileno se
colocaron entre 100 ng y 300 ng de plasmido y 250 ul de Opti-MEM, y en otro, 4 pl de
Lipofectamina 2000, y 250 ul de Opti-MEM, por cada pocillo a transfectar. Transcurridos 15
min, se transfirié todo el contenido del tubo con Lipofectamina 2000 al tubo con ADN, se
mezcld por inversion y se incub6 por 20 min para que se formaran los complejos entre el poli-
cation y el ADN. Luego, se agreg6 la mezcla a la placa, previamente lavada con PBS para
eliminar trazas de suero y con 2 ml de Opti-MEM. Se incubd durante 4 h a 37°C y a 5% CO2
para la transfeccion y luego se reemplazd el medio por medio completo de mantenimiento
habitual. 48 h después de la transfeccion las células en el portaobjetos fueron analizadas por

microscopia confocal.

7.2. Diseiio y transfeccion transitoria de RNAi

Las secuencias de oligonucledtidos de RNA de interferencia (RNA1) utilizados en este
trabajo se detallan en la Tabla 4. Todas estas secuencias fueron disefiadas por el tesista,
empleando distintas estrategias. Se ha reportado que es posible disefiar RNAi capaces de
diferenciar transcriptos que solamente difieren en un unico nucledtido (367, 368). De esta
manera fue posible disefiar RNAi que silencien especificamente cada variante de P2X7:
P2X7-WT o P2X7-GIn460Arg. A su vez, el oligo de RNA1 para silenciar a PARP1 fue
disefiado con ayuda del software de la compaiiia Ambion Research
(http://www.lifetechnologies.com/ar/es/home/life-science/rnai/synthetic-rnai-analysis.html).

Se disend ademas un RNAI1 inespecifico que no silencia ningtn transcripto conocido

en el transcriptoma humano.
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RNAI Secuencia
Inespecifico UCGAAGUACUCAGCGUAAGTT
P2X7-WT AACCAGAGGAGAUACAGAUTT
P2X7-GIn460Arg | AACCAGAGGAGAUACGGATT
PARPI1 GGUGGUUGACAGAGAUUCUTT

Tabla 4. RNAi empleado para el silenciamiento especifico de genes. Se detalla la secuencia
correspondiente a la hebra codificante del gen blanco. Se utilizaron oligos de RNA complementarios anillados,
con dos timidinas en el extremo 3'.

Se siguid el mismo procedimiento para la transfeccion de RNAi en celulas HEK293 y
en células 1321N1. Las células fueron sembradas al 50-60% de confluencia en placas de
10cm de diametro. 24 h mas tarde fueron transfectadas utilizando Lipofectamina 2000
(Invitrogen) segun instrucciones del fabricante. Brevemente, en un tubo de polipropileno se
colocd el volumen de RNAI para obtener una concentracion final de 20 nM y 1500 pl de Opti-
MEM, y en otro, 24 pl de Lipofectamina 2000, y 1500 pl de Opti-MEM, por placa.
Transcurridos 10 min, se transfirieron 1500 ul del tubo con Lipofectamina 2000 al tubo con
RNAI, se mezcld por inversion y se incubd por 20 min para que se formaran los complejos
entre el poli-cation y el ARN. Luego, se agreg6 la mezcla a la placa, previamente lavada con
PBS para eliminar trazas de suero y con 6 ml de Opti-MEM. Se incub6 a las células durante 5
h a37°C ya 5% CO,; para la transfeccion y luego se reemplazé el medio por medio completo.
24 h después de la transfeccion las células se plaquearon en placas de 6 pocillos para los
ensayos de Western Blot a la densidad adecuada, agregando el mismo nimero de células para

cada condicion. Se estimularon las células a partir de transcurridas 72 h de la transfeccion.

8. Medicion de calcio

Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (20-24°C). Las
células fueron crecidas en placas de Petri de 4 cm de diametro (50% confluencia).
Primeramente fueron cargadas durante 45 min en oscuridad y a 37°C con Fluo-4 AM 6 uM
(Molecular Probes) y Pluronic F-127 0.14% (Molecular Probes) en un buffer minimo con
calcio (125 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.4 mM CaCl,, 1 mM MgSO,, 5 mM NaHCOs;, 1 mM
Na,HPO4, 10 mM glucosa, 20 mM Hepes pH 7.4). Luego se lavé con dicho buffer para

eliminar restos del fluoroforo y las placas fueron colocadas en la platina del microscopio de
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fluorescencia Olympus BX-FLA. Se iluminé a las células con una lampara de mercurio USH-
I 02DH (USHIO) y las células fueron observadas con un objetivo 40X y cdmara CCD
Quantixa (Photometrix). Se utilizé un filtro de excitacion 460-490nm (band pass), un espejo
dicroico de 505nm, y un filtro de barrera a 515nm (high pass). Los tiempos de exposicion
fueron de entre 100 y 300 ms, y los cuadros fueron adquiridos cada 5 s. Luego de la
adquisicion de las primeras 2 imagenes (10 s de experimento) se aplicd rapidamente BzZATP
sobre el buffer de modo de obtener una concentracion 50 uM. Las imagenes fueron adquiridas
con el programa Axon Imaging Workbench 2.1 y analizadas con el programa Image J 1.29v
(NIH). Para la cuantificacién se seleccionaron las células que se activaron luego de la
aplicacion de BzATP, y se resto el valor de intensidad del fondo de la imagen. Los datos se
presentan como AF/F, donde F es la fluorescencia basal (antes de la estimulacion) y AF es el

cambio en la fluorescencia alcanzado con el estimulo respecto de la condicion basal.

9. FRET

2 dias luego de la transfeccion (Ver 7.1) las células fueron sometidas a microscopia
para determinar los niveles de FRET entre las proteinas fluorescentes transfectadas. Se
tomaron imagenes de células vivas a 37°C en medio de cultivo DMEM sin agregados. Se
utilizd un microscopio de fluorescencia invertido Olympus IX81 con un objetivo 60X, 1,35 de
apertura numérica de inmersion en aceite (Olympus).Las imagenes confocales se obtuvieron
con el mddulo confocal Olympus Fluoview FV1000, con un laser multi-argén (457, 488 y 515
nm) de 30 miliwats. Se utilizaron 3 configuraciones distintas para el anélisis de FRET entre el
par fluorescente Cerulean-Venus, a saber: (i) FRET: Ex 458 nm/Em 530-630 nm -excitacion
del dador Cerulean y recoleccion de fluorescencia en el ancho de banda de emision del
aceptor Venus-, (ii) Dador: Ex 458 nm/Em 466-494 nm -excitacion del dador Cerulean y
recoleccion de fluorescencia en el ancho de banda de emision del dador Cerulean-, (iii)
Aceptor: Ex 515 nm/Em 530-630 nm -excitacion del aceptor Venus y recoleccion de
fluorescencia en el ancho de banda de emision del aceptor Venus-. La adquisicion de
imagenes se realizo con el software FV10-ASW (Olympus). Para la cuantificacion se utilizd
el software ImageJ version 1.43 con el plugin PixFRET. Este plugin permite generar imagenes
de FRET mediante el método de sensitized emission, por medio de computar las imagenes de

una muestra adquiridas en la configuracion de 3 canales descripta, cuantificando los niveles
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de intensidad pixel a pixel (369).

Un parametro muy importante en el calculo de FRET por medio del método de
sensitized emission es la evaluacion de la contaminacion de sefiales de fluorescencia entre los
espectros del dador y el aceptor, dado que ambos se solapan (del inglés, spectral bleed-
thoughs: SBTs). Este parametro informa sobre la cantidad de luz detectada en el canal de
FRET que no se debe a transferencia de energia (emisioén del dador en el canal del aceptor y
la excitacion del aceptor cuando se excita al dador). Los SBTs del dador y el aceptor en la
configuracion de FRET fueron determinados en células transfectadas solamente con el dador
(P2X7-Cerulean) o solamente con el aceptor (P2X7-Venus), calculando el radio de intensidad

(I) en las configuraciones apropiadas luego de restar el fondo:

1
_ L FRET
SBTDador_
Dador " cuando solo se expresa el dador,
1
_ ! FReT
SBTAceptor_
Aceptor

, cuando solo se expresa el aceptor.

Con el plugin PixFRET se puede graficar el SBT de cada pixel en cada imagen como
funcién de la intensidad del fluor6foro. A continuacion estos valores de SBT se ajustan a un
modelo lineal o exponencial con el fin de mejorar la precision del célculo, dado que los SBTs
pueden no ser constantes debido al uso de distintos fotomultiplicadores en los canales de
Dador y FRET.

A continuacién las mediciones de FRET en células coexpresoras del dador y el aceptor
se corrigen por el SBT y se normalizan (NFRET) de acuerdo a los niveles de expresion de
dichas proteinas de acuerdo a la siguiente formula:

SBT pador X 1 pador™ SBT

I -
NFRET=—£L
VDador XIAceptor

Acept()rXIAceptor X100

El hecho de normalizar los valores de FRET a la raiz cuadrada del producto entre las
intensidades de fluorescencia del dador y el aceptor permite controlar las variaciones en los
niveles de expresion de cada fluoroforo entre distintas células, por lo que se obtiene una

medida de FRET que es directamente comparable entre distintas muestras (370).
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10. Microarray

El ARN para realizar las mediciones correspondientes se obtuvieron mediante
extraccion como se detalla en 4.3. Dichas muestras fueron hibridadas en microarrays de
expresion que cubren todo el transcriptoma humano, representado en 47316 sondas
(ILLUMINA gene expression arrays: array type HumanHT-12 V4 0 R2 15002873 B).
Debido a la cantidad de muestras, se emplearon 2 arrays. Se midieron los niveles de
fluorescencia crudos para cada una de las sondas en todas las muestras empleadas. Los datos
crudos fueron analizados utilizando el lenguaje de programacion estadistica y grafica R
(http://www.r-project.org/). Una vez obtenidos los datos crudos de los distintos arrays, los
mismos fueron pre-procesados utilizando el paquete R beadarray que esta disponible a través
del proyecto BioConductor. Este paquete fue especificamente desarrollado para realizar el
control de calidad y andlisis inicial de datos obtenidos por BeadArrays de Illumina.
(www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/beadarray.html).  Dichos  datos  se
normalizaron con la funcidn vsn del lenguaje R (371).

Para el analisis de expresion diferencial entre los distintos tipos de muestras se usaron
distintas funciones del paquete de programas LIMMA (372), las cuales se pueden usar con los
datos normalizados obtenidos previamente. Los genes regulados significativamente se
ordenaron usando el método empirico de BAYES (373), el cual emplea informacion del
conjunto de todas las muestras analizadas para estimar la varianza de la medicion para cada
gen. Mediante este enfoque se logra estabilizar el analisis estadistico, sobre todo para cuando
se usan pocos arrays, como es este caso (374). 10996 genes no mostraron seial de expresion
en ninguna muestra (no se detectd sefial por encima de los niveles de fondo), por lo que se los
considerd irrelevantes y fueron excluidos en los analisis posteriores, con el fin de no
subestimar los valores de varianza en la estimaciéon de BAYES.

Para corregir los valores de significancia debido al testeo multiple se us6 el parametro
de la frecuencia de falsos descubrimientos (del inglés, false discovery rate, FDR). Esto
permite obtener un valor ajustado de valor de significancia P.

El dendograma se realiz6 con una funcion de clustering jerarquico llamada hclust
incluida en R. (https://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/hclust.html).

Los heatmaps se realizaron la funcion heatmap también incluida en R. La gama de
colores sustituida por la misma utilizada en GSEA (ver andlisis funcional).

(http://stat.ethz.ch/R-manual/R-patched/library/stats/html/heatmap.html).
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Para los analisis bioinformaticos se usaron distintas herramientas, a saber: Gene
Ontology (http://www.geneontology.org/) se utilizd para asignar la Funciéon Molecular y el
Proceso Bioldgico para cada gen. GSEA -Gene Set Enrichment Analysis-
(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) se utilizd para obtener asociaciones entre los
genes obtenidos en el microarray y grupos de genes agrupados segun algun criterio relevante

previamente reportado.

11. Tratamiento estadistico de los datos

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces de forma independiente.
Los resultados son presentados como la media + ES de cada condicion experimental. Cuando
fue posible se probd la homogeneidad de la varianza de los datos y su distribucion normal.
Las comparaciones entre tratamientos fueron realizadas o bien mediante prueba T de Student
(comparacion entre dos medias), o bien mediante ANOVA de uno o dos factores o ANOVA de
medidas repetidas para el caso de las mediciones de calcio (GraphPad Prism version 5 for
Windows, GraphPad Software, San Diego California, USA), seguido de un contraste a

posteriori de Bonferroni cuando mas de 2 medias fueron comparadas.
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1. Funcionalidad de las variantes de P2X7 en un modelo de expresion endogena

Con los antecedentes experimentales presentados en la introduccion, se comprob6 si el
efecto observado de disminucion de la funcionalidad de P2X7 en heterocigosis es
reproducible en otros modelos ademas del estudiado en células HEK293. Se decidi6 explorar
la funcionalidad de P2X7 en una linea celular derivada de astrocitos, dado que los mismos
tienen un rol importante en los procesos fisiopatoldgicos relacionados con depresion y
trastornos psiquiatricos (18, 114, 375, 376). De esta manera, se estudio a P2X7 en un modelo

de expresion endogena, empleando la linea celular 1321N1, derivada de astrocitoma humano.

1.1. Caracterizacion de la linea celular 1321IN1

En primer lugar, se caracterizd la expresion y funcion de P2X7 en la linea celular
1321N1. La expresion endogena de P2X7 fue confirmada por RT-PCR (Figura 11A). Es
importante aclarar que la variante expresada es P2X7-WT. Como ya se menciono, el ligando
enddgeno de todos los receptores P2X es el ATP. Un andlogo sintético es el 3'-O-(4-
benzoyl)benzoyl-ATP (BzATP), que ha demostrado ser especifico para receptores P2X7 dado
que no activa otros canales al emplearlo en concentraciones adecuadas (en el rango del orden
micromolar bajo) (377, 378). A diferencia de las células HEK293 que no expresan P2RX7,
esta linea astrocitaria expresa el gen P2RX7 de manera enddgena. Dicha expresion tiene
consecuencias funcionales dado que al estimular estas células con BzATP se observa un
aumento en los niveles intracelulares de calcio y fosforilacion de la MAPK ERK 1/2 (Figura
11B-C).

De esta manera, esta linea celular resulta un modelo adecuado para estudiar a P2X7 en

un modelo enddgeno de expresion.
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Figura 11. Expresion enddgena y funcién del receptor P2X7 en la linea celular 1321N1. (A)
Deteccion de ADNc de P2X7. Se extrajo ARN de células 1321N1, a partir del cual sintetizO ADNc y se realizo
una reaccion de RT-PCR con primers disefiados para amplificar cDNA de P2X7. El producto de PCR se resolvié
en un gel 2% de agarosa tefiido con bromuro de etidio y se lo visualizé en un transiluminador UV. (-): Control
negativo, reaccion de PCR sin molde. (+): Control positivo, plasmido que contiene la secuencia codificante de
P2X7. La banda detectada tiene el tamafio esperado para los primers utilizados. Sobre las muestras de ADNc se
realizé ademas PCR con primers para amplificar ADNc de actina, como control positivo. (B) Ingreso de calcio
mediado por P2X7 endogeno. Las células se preincubaron con el agente dispersante Pluronic F-127 y el
fluorocromo sensible a calcio Fluo-4 AM durante 45 min. Se detect6 el aumento de calcio intracelular inducido
por el agregado de BZATP 50 uM a los 10 segundos. Cada punto de la curva representa la media + ES de tres
experimentos independientes. (C) Activacion de la MAPK ERK 1/2. Las células se estimularon con BzATP 50
uM. Con los extractos proteicos obtenidos se realizdo un Western Blot con anticuerpos anti p-ERK 1/2 (1/500) y
anti ERK 1/2 (1/1000). La deteccion de ERK 1/2 sobre las mismas membranas sirvié como control de carga. Se
muestran imagenes representativas de un experimento de un total de tres con resultados similares.

1.2. Coexpresion estable de P2X7-WTy P2X7-GIn460Arg en células 1321N1

Con el proposito de estudiar los efectos de la expresion de las distintas variantes de
P2X7 sobre la expresion enddgena en 1321N1, se generaron dos tipos de clones estables, a
saber: clones sobreexpresores de P2X7-WT y clones sobreexpresores de P2X7-GIn460Arg. El
clonado de ambas variantes en vectores de expresion adecuados, la transfeccion,
establecimiento y mantenimiento de dichos clones se encuentra detallado en Materiales y
M¢étodos 2.1 y 3.3. Luego de dicho proceso, se obtuvieron 10 clones 1321N1 P2X7-WT y 9
clones 1321N1 P2X7-GIn460Arg. De esta manera, los primeros expresan tanto P2X7-WT
enddgeno como transgénico y los Ultimos expresan P2X7-WT enddgeno y el transgén de la
variante polimérfica de P2X7 de modo que se obtiene una linea coexpresora de ambas

variantes del receptor.
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1.2.1.  Respuesta intracelular de calcio mediada por P2X7 en clones 1321NI coexpresores

de P2X7-WTy P2X7-GIn460Arg

En estos clones se determiné la respuesta intracelular de calcio frente al estimulo con
BzATP. En la Figura 12 se observa que, salvo un leve corrimiento en la cinética de
activacion, no hubo diferencias significativas entre la linea parental 1321N1 y los clones
132IN1 P2X7-WT, dado que los niveles de calcio intracelular alcanzados en ambas lineas
resultaron muy similares. No ocurrid lo mismo con los clones 1321N1 P2X7-Gln460Arg, en
los que se observo una marcada disminucidn de la respuesta, la cual resultd casi nula.

De este modo se puede ver que la expresion exdgena de P2X7-GIn460Arg provoca la
pérdida de funcionalidad de P2X7-WT endogeno. Para confirmar esta observacion, se generd
una nueva ronda de clones coexpresores de ambas variantes de P2X7, transfectando P2X7-
GIn460Arg en un clon sobreexpresor de P2X7-WT. Una vez mas, los clones coexpresores
mostraron una disminucion en la entrada de calcio mediada por BzATP (Figura XXX, la

misma).
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Figura 12. Respuesta intracelular de calcio en células 1321N1 expresoras de P2X7-WT y/o P2X7-
GIn460Arg. Las células se preincubaron con el agente dispersante Pluronic F-127 y el fluorocromo sensible a
calcio Fluo-4 AM durante 45 min. Se detecté el aumento de calcio intracelular inducido por el agregado de
BzATP 50 uM. Cada punto de la curva representa la media = ES de 6 clones de 1321N1 P2X7-WT, de 6 clones
de 1321N1 P2X7-Gln460Arg, de 4 clones de 1321N1 P2X7-WT/GIn460Arg y de 3 mediciones de 1321N1
parentales; evaluados en cuatro experimentos independientes. *: P < 0,0001 vs 1321N1 y vs 1321N1 P2X7-WT.
ANOVA de medidas repetidas. Contraste a posteriori: Test de Bonferroni.

1.2.2.  Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por la activacion de P2X7 en clones 132IN1
coexpresores de P2X7-WTy de P2X7-GIn460Arg

La disminucion en la funcion de P2X7 en células coexpresoras de ambas variantes
también se evidencid al estudiar la fosforilacion de ERK 1/2 en los clones 132IN1. Las
células que solo expresan P2X7-WT -enddgeno o transfectado- muestran una mayor
activacion de ERK 1/2 con respecto a los clones que también expresan P2X7-GIn460Arg
(Figura 13).

De esta manera se pone en evidencia en un modelo glial de expresion endogena del
canal WT que la mutacion puntual de P2X7 provoca cambios en la funcionalidad del canal

solamente cuando ambas variantes son coexpresadas.
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Figura 13. Activacion de la MAPK ERK 1/2 en clones 1321N1 sobreexpresores de las variantes de
P2X7. Las células fueron estimuladas con BzATP 50 uM durante el tiempo indicado en cada caso. Con los
extractos proteicos obtenidos se realizaron Western Blot con anticuerpos anti p-ERK 1/2 (1/500), anti ERK 1/2
(1/1000) y anti HSC70 (1/2000). La deteccion de ERK 1/2 o de HSC70 sobre las mismas membranas sirvid
como control de carga. (A) Comparacion entre 1321N1 parentales y todas las variantes sobreexpresoras de
P2X7. (B) Comparacion entre clones 1321N1 P2X7-WT (clones 6 y 9) y 1321N1 P2X7-WT/GIn460Arg (clones

1 y 21). Para cada clon se muestran imagenes representativas de dos (A) y tres (B) experimentos con resultados
similares.
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2. Los canales P2X7 recuperan su funcion luego del silenciamiento especifico de una de

sus variantes

Con el objetivo de verificar que es la coexpresion de ambas variantes de P2X7 lo que
produce una pérdida en la funcién del receptor, se procedi6 a realizar experimentos de rescate:
sobre células coexpresoras de ambas variantes con funcion de P2X7 disminuida se silenci6 la
expresion de una de ellas, de modo de comprobar si es posible recuperar la funciéon normal al
tener expresion de una Unica variante.

Para corroborar esta hipotesis, se trabajo con los clones coexpresores HEK293 P2X7-
WT/GIn460Arg, a los que se les silencio especificamente la expresion de P2X7-WT o bien de

P2X7-GIn460Arg, de modo de obtener expresion de una Unica variante.

2.1. Silenciamiento especifico de las variantes de P2X7

2.1.1.  Diserio de RNAi especificos y puesta a punto de la transfeccion en clones HEK293

expresores de una unica variante

Primeramente fue necesario disefiar dos pares de oligos de ARN de interferencia
(RNA1) para silenciar especificamente cada una de las variantes de P2X7. Como ambas
difieren en tan solo un nucleodtido, su diseflo debid ser meticuloso, de manera de obtener
RNAI que solamente silenciaran la expresion de una de las variantes, pero no la otra. Se han
reportado ejemplos de RNAi capaces de silenciar una secuencia de ARN sin alterar la
expresion de secuencias que difieren en solo una base (367, 368), de modo que se sigui6 este
ejemplo de disefio, de acuerdo a como se detalla en Materiales y Métodos 7.2.

Una vez disenado, fue necesario controlar que efectivamente cada RNAI silenciara
solamente la variante deseada. Para esto se realizaron mediciones de calcio sobre clones
HEK?293 expresores de una tnica variante de P2X7. Luego de ensayar distintas condiciones
de transfeccion de RNAi (concentracion empleada de RNAI, tiempo de transfeccion y tiempo
de recuperacion postransfeccion) se logréd el silenciamiento especifico de las variantes de

P2X7 (Figura 14).
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Figura 14. Respuesta intracelular de calcio en células HEK293 sobreexpresoras de P2X7-WT o
P2X7-GIn460Arg luego del silenciamiento especifico de las variantes de P2X7. (A) Empleo de oligos de
RNAI especifico en células HEK293 P2X7-WT. (B) Empleo de oligos de RNAI especifico en células HEK293
P2X7-GIn460Arg. En ambos casos las células fueron transfectadas a una confluencia del 60% con el RNAi
indicado en una concentracion 100 nM durante 4 h con Lipofectamina 2000. Luego de 72 h, se preincubaron las
células con el agente dispersante Pluronic F-127 y el fluorocromo sensible a calcio Fluo-4 AM durante 45 min.
Se detectd el aumento de calcio intracelular inducido por el agregado de BZATP 50 uM. Cada punto de la curva
representa la media = ES de tres mediciones. *: P < 0,0001 vs RNAI inespecifico. ns: no significativo vs RNAi
inespecifico en cada caso. ANOVA de medidas repetidas. Contraste a posteriori: Test de Bonferroni.

De esta manera, se encontraron condiciones de transfeccion adecuadas en las cuales el
RNAi-WT solamente reduce la entrada de calcio en clones HEK293 P2X7-WT y no sobre
clones HEK293 P2X7-Gln460Arg con respecto al empleo de un RNA1 inespecifico. De la
misma manera, estas condiciones de transfeccion también permitieron que el RNAi-
GIn460Arg inicamente disminuyera la entrada de calcio en clones HEK293 P2X7-GIn460Arg
y no en clones HEK293 P2X7-WT con respecto al empleo de un RNAi inespecifico. Vale
aclarar que los niveles de entrada de calcio en clones sin transfectar o transfectados con RNAi
inespecifico fueron muy similares, lo que muestra que la transfeccion de RNA1 en si misma
no modifica la activacion del receptor. Se concluyo que el diseiio de RNAI y la puesta a punto
de su uso fueron exitosos.

Con las condiciones de silenciamiento obtenidas, se procedié entonces a realizar los
experimentos de rescate de la funcion de P2X7 en clones HEK293 coexpresores de ambas

variantes.
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2.1.2.  Silenciamiento especifico de las variantes de P2X7 en clones coexpresores HEK293

P2X7- WT/GIn460A4rg

Se midieron los niveles de ARN mensajero de ambas variantes luego del
silenciamiento, de modo de confirmar en los clones coexpresores que el silenciamiento fuera
especifico para cada subunidad sin alterar la expresion de la otra variante. Los niveles de
expresion de cada ARN mensajero se midieron por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-
gPCR) usando primers especificos para cada variante de P2X7. Una vez mads, el disefio de
primers que solamente amplifiquen una variante de P2X7 y no la otra fue cuidadosamente
puesto a punto, todo lo cual se encuentra detallado en Materiales y Métodos 4.1 y 4.6.

Como se puede ver en la Figura 15, se consiguid silenciar alternativamente las
variantes P2X7-WT o P2X7-GIn460Arg con el empleo de RNAi especificos en clones

HEK?293 coexpresores de ambas variantes.

A B
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B P2X7- GInd460Arg SIRNA
Inesp WT 460
é s '
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z ﬂ
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Figura 15. Silenciamiento especifico de las variantes de P2X7 en células HEK293 coexpresoras de
P2X7- WT/GIn460Arg. Las células fueron transfectadas con RNAi contra P2X7-WT o contra P2X7-GIn460Arg
o con RNAI inespecifico como control. Se transfecté 100 nM de RNAi y se dejaron pasar 72 h antes de evaluar
sus efectos. Los niveles de ARN mensajero fueron evaluados mediante RT-qPCR con primers especificos para
cada variante. (A) Cuantificacion de los niveles de mensajero empleando el método de delta Ct. *: P < 0,01.
ANOVA de un factor. Contraste a posteriori: test de Bonferroni. (B) Productos unicos de PCR demostrando la

especificidad de los primers. Ejemplo representativo de un experimento de transfeccion de un total de tres con
resultados similares.
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2.2. Efectos funcionales del silenciamiento especifico de las variantes de P2X7

Se estudiaron los efectos funcionales del silenciamiento de cada una de las variantes

de P2X7 en clones coexpresores HEK293.

2.2.1.  Respuesta intracelular de calcio mediada por P2X7 en clones coexpresores HEK293
P2X7-WT/GIn460Arg luego del silenciamiento especifico de sus variantes

Cuando se silencié especificamente P2X7-WT o P2X7-GIn460Arg en clones
coexpresores de ambas variantes, se observo una reversion en la disminucion de la entrada de
calcio en comparacion a la entrada observada en estos clones coexpresores. Al silenciar
alternativamente cada una de las dos variantes de P2X7 (empleando RNAi contra P2X7-WT o
contra GIn460Arg), el ingreso de calcio aumenté de manera muy similar en ambos casos
(Figura 16). Esta reversion en el fenotipo no se obtuvo cuando se transfectaron los clones
coexpresores con RNAI inespecifico. La transfeccion con RNAI inespecifico no modificé los
niveles de entrada de calcio con respecto a las células sin transfectar. De esta manera, se
puede ver que el silenciamiento especifico de cualquiera de las variantes de P2X7 en clones
coexpresores de ambas variantes produce un aumento en la entrada de calcio, alcanzandose

niveles similares a los observados en los clones que solo expresan una variante de P2X7.
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Figura 16. Respuesta intracelular de calcio en células HEK293 coexpresoras de P2X7-
WT/GIn460Arg luego del silenciamiento especifico de las variantes de P2X7. Las células fueron
transfectadas a una confluencia del 60% con el RNAI indicado en una concentraciéon 100 nM durante 4 h con
Lipofectamina 2000. Luego de 72 h, se preincubaron las células con el agente dispersante Pluronic F-127 y el
fluorocromo sensible a calcio Fluo-4 AM durante 45 min. Se detectd el aumento de calcio intracelular inducido
por el agregado de BZATP 50 uM. Cada punto de la curva representa la media + ES de cuatro mediciones. *: P <
0,0001 vs RNAI inespecifico. ANOVA de medidas repetidas. Contraste a posteriori: Test de Bonferroni.

2.2.2.  Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por P2X7 en clones coexpresores HEK293 P2X7-

WT/GIn460Arg luego del silenciamiento especifico de sus variantes

A continuacion se estudiaron los efectos del silenciamiento sobre la activacion de ERK
1/2 en los clones coexpresores. Estos clones muestran una activacion de ERK 1/2 reducida
(Figura 17A). Cuando estas células coexpresoras fueron transfectadas con RNAi especifico
para P2X7-WT o RNAIi especifico para P2X7-GIn460Arg, la activacion de ERK 1/2 se
restablecid, siendo muy similar a la observada en los clones que s6lo expresan una variante de
P2X7. Esto no ocurri6 al transfectar RNA1 inespecifico (Figura 17B)

En conclusion, cuando se silenci6 alguna de las variantes en los clones coexpresores,
estos se comportaron funcionalmente como los clones que solo expresan una variante de
P2X7. De esta manera se verifica que es la coexpresion de ambas variantes de P2X7 lo que
produce una pérdida en la funcion del receptor (medida como entrada de calcio y activacion

de vias de sefializacion intracelulares disminuidas).
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Figura 17. Activacion de la MAPK ERK 1/2 en clones HEK293 sobreexpresores de las variantes
de P2X7 luego del silenciamiento especifico de las variantes de P2X7. (A) Activacion de ERK 1/2 en clones
sin transfectar. (B) Activacion de ERK 1/2 en clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg transfectados con los oligos
de RNAI especificos de P2X7. Las células fueron transfectadas a una confluencia del 60% con el RNAi indicado
en una concentracion 100 nM durante 4 h con Lipofectamina 2000. Luego de 72 h, las células fueron
estimuladas con BZATP 50 uM durante el tiempo indicado. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron
Western Blot con anticuerpos anti p-ERK 1/2 (1/500). La deteccion de ERK 1/2 (1/1000) sobre las mismas
membranas sirvio como control de carga. Se muestran imagenes representativas de un experimento de
silenciamiento de tres con resultados similares.

3. Interaccion de las variantes WT y GIn460Arg del receptor P2X7

Los resultados presentados hasta el momento sugieren que los receptores P2X7
unicamente conformados por subunidades P2X7-WT o por subunidades P2X7-Gln460Arg
presentan igual funcionalidad, con altos niveles de activacion. Dado que es la coexpresion de
ambas variantes de P2X7 lo que produce la pérdida de funcion del receptor, es valido suponer
que ambas subunidades se asocien durante el ensamblado del receptor de manera que los
trimeros de P2X7 resulten conformados por subunidades de ambas variantes en células
coexpresoras. Estos trimeros compuestos por ambas subunidades serian los que presentan
menor funcionalidad, explicando asi los resultados observados hasta el momento.

Para corroborar esta hipodtesis se decidio explorar si efectivamente ambas subunidades
de P2X7 interactian entre si. Para esto se realizaron dos enfoques experimentales
complementarios, a saber: Co-inmunoprecipitacion (Co-IP) de las variantes P2X7-WT y

P2X7-GIn460Arg y mediciones de FRET entre ambas subunidades.

107



Fernando Aprile Garcia Resultados

3.1. Interaccion directa entre subunidades de P2X7 etiquetadas

3.1.1.  Generacion de clones coexpresores de las variantes de P2X7 fusionadas a etiquetas

Con el fin de poder diferenciar a nivel proteico entre ambas variantes del receptor
(difieren unicamente en un aminoécido en la posicion 460), se generaron proteinas de fusion
entre cada subunidad de P2X7 y una etiqueta distinta. En particular, se agrego la secuencia del
péptido de Streptavidina (etiqueta STREP) a P2X7-WT (P2X7-WT-STREP) y se agregaron
seis residuos de Histidina (etiqueta HIS) a P2X7-Gln460Arg (P2X7-GIn460Arg-HIS). Ambas
proteinas de fusion se insertaron en vectores de expresion y se generaron clones HEK293
expresores de las distintas variantes etiquetadas de P2X7, como se detalla en Materiales y
Meétodos 2.1 y 3.3. Es importante mencionar que el agregado de estas etiquetas a las variantes
de P2X7 no modificé su funcionalidad en cuanto a la entrada de calcio o fosforilacion de la
MAPK ERK 1/2.

De esta manera, se generd un modelo de coexpresion de receptores P2X7 con etiquetas

distintas, que permite diferenciar ambas variantes a nivel proteico.

3.1.2.  Ensayos de co-inmunoprecipitacion en clones coexpresores de las variantes de P2X7

etiquetadas

Se realizaron ensayos de Co-IP en células coexpresoras de ambas variantes de P2X7.
La Figura 18 muestra que P2X7-WT interactia con P2X7-Gln460Arg. Esto se evidencio
tanto cuando la Co-IP se realizé con un anticuerpo anti STREP y el Western Blot (WB) con un
anticuerpo anti HIS (Figura 18 paneles superiores), como cuando la etiqueta HIS fue
inmunoprecipitada y luego se detecté a STREP mediante WB (Figura 18 paneles inferiores).
Los anticuerpos demostraron ser especificos para cada una de las etiquetas STREP y HIS,
dado que no hubo inmunodeteccion en los WB utilizando extractos de HEK293 parentales

que no expresan las variantes etiquetadas de P2X7.
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Figura 18. Coinmunoprecipitacion entre las variantes etiquetadas de P2X7. Se realizaron ensayos
de Co-IP sobre extractos proteicos de clones HEK293 coexpresores de STREP-P2X7-WT y HIS-P2X7-
GIn460Arg, usando anticuerpos anti HIS (aHIS) y anti STREP (aSTREP) en presencia de Proteina A-G plus
Agarosa. Se usaron los mismos anticuerpos para el revelado de WB. Panel derecho: control demostrando que los
anticuerpos empleados no detectan bandas inespecificas en células parentales sin transfectar. Input: Extractos
proteicos crudos sin inmunoprecipitar; Mock: Inmunoprecipitacion realizada con IgGs normales de ratéon, como
control negativo de inmunoprecipitacion. Se muestra un experimento representativo de tres con resultados
similares.

Es importante destacar que los ensayos de Co-IP se realizaron a partir de fracciones de
membrana celular tratadas con alta concentracion de detergente (solucion de Co-IP con SDS
0,1%) como se detalla en Materiales y Métodos 6. Esto se hizo con el fin de extraer las
proteinas integrales embebidas en la membrana como es el caso de los receptores P2X7. El
hecho de poder detectar la interaccion entre las subunidades ain bajo estas condiciones
permite suponer que dicha interaccion en la membrana es fuerte.

Este resultado provee una primera evidencia acerca de la interaccion entre las

subunidades WT y GIn460Arg de P2X7.

3.2. Interaccion directa entre subunidades de P2X7 ensamblados en membrana de células

vivas

A continuacidn se investigd si la interaccion entre subunidades de P2X7 detectada
mediante el método bioquimico de Co-IP también se podia detectar a nivel de la membrana
plasmatica de células vivas. Para este fin, se utilizo la técnica de Transferencia de energia de
resonancia de Forster (FRET). Esta técnica evidencia si dos moléculas se encuentran lo
suficientemente cerca en el espacio como para que ocurra el fendmeno de transferencia de
energia de resonancia entre ambas. La transferencia de energia mencionada ocurre solamente

entre pares especificos de moléculas fluorescentes, de modo que la técnica requiere fusionar
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dichas moléculas fluorescentes a las proteinas de interés. Si se detecta FRET, esto significa
que las moléculas fluorescentes estan lo suficientemente cerca, lo que indica que las proteinas
de interés interactuan. Por lo tanto esta técnica permitiria concluir con mayor certeza que
efectivamente son los canales compuestos por ambas subunidades ensambladas en la

membrana celular los que producen una pérdida de funcion del receptor.

3.2.1.  Diserio de un biosensor para detectar interacciones entre subunidades de P2X7

mediante la técnica de FRET

Como primera instancia para la medicion de sefiales de FRET, fue necesario generar
las variantes fluorescentes adecuadas para cada subunidad de P2X7. En base a bibliografia se
selecciono el par de proteinas fluorescentes Cerulean-Venus -ambas derivadas de la proteina
fluorescente verde GFP-, por ser un par adecuado para estudiar interaccion entre subunidades
de receptores de membrana (379-381). El hecho de que ambas proteinas fluorescentes estén a
una distancia de interaccion no alcanza para que ocurra el fendémeno de FRET sino que
ademas, ambas proteinas deben estar adecuadamente orientadas en el espacio una respecto de
la otra, para que la transferencia de energia sea eficiente y se detecte sefial de FRET. Para
lograr este requisito, se utilizaron cinco variantes de Venus, que son permutaciones circulares
de la proteina fluorescente original, lo que le confiere a dichas variantes distintas
conformaciones tridimensionales, de manera que al enfrentarse con su par Cerulean, alguna
de ellas tendrad la conformacion correcta para mostrar FRET, si es que estdn a la distancia
adecuada de interaccion (382). De este modo se generaron las siguientes variantes de P2X7
por subclonado: P2X7-WT-Cerulean y P2X7-GIn460Arg-Cerulean y 5 variantes de Venus en
P2X7-WT y en P2X7-GIn460Arg. En todos los casos la proteina fluorescente se incorpord en
el extremo carboxilo terminal de P2X7, donde esta reportado que no afecta a la funcionalidad
del receptor (383).

Una vez generadas, se estudié si estas variantes fluorescentes de P2X7 eran
funcionales. Esto fue confirmado mediante transfeccion transiente de las construcciones

generadas y posterior medicion de activacion de la MAPK ERK 1/2 por WB (Figura 19).
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Figura 19. Activacion de la MAPK ERK 1/2 en células HEK293 transfectadas con las variantes
fluorescentes de P2X7. Las células se transfectaron con las variantes fluorescentes Cerulean y Venus de P2X7-
WT y P2X7-GIn460Arg. 48 h después fueron estimuladas con BZATP 50 uM durante el tiempo indicado en cada
caso. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron Western Blot con anticuerpos anti p-ERK 1/2 (1/500) y
anti ERK 1/2 (1/1000). La deteccion de ERK 1/2 sobre las mismas membranas sirvié como control de carga. Se
muestran imagenes representativas de un experimento de transfeccion de dos con resultados similares.

Los resultados de la Figura 19 muestran que las proteinas de fusion de las variantes de
P2X7 unidas a las proteinas fluorescentes elegidas son funcionales. Ademas se vuelve a
evidenciar que la coexpresion de P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg en la misma célula disminuye
la activacion de ERK 1/2. Cabe aclarar que no se pudo caracterizar la funcion de dichas
proteinas mediante los ensayos de calcio dado que sus espectros de excitacion y emision

coinciden en gran medida con los del fluor6foro empleado para la deteccion de calcio.

3.2.2.  Ensayos de FRET en células vivas

Los ensayos de FRET fueron realizados en células vivas, mediante el método de
sensitized emission (369, 384). Primero fue necesario corroborar que dicho método produjera
sefiales de FRET adecuadas. Estos controles se realizaron empleando las variantes
fluorescentes de P2X7-WT, dado que todas las variantes de P2X7-WT deberian interactuar sin
importar la proteina fluorescente que tienen unida. De esta manera se eligio la permutacion
circular de Venus que mayor nivel de FRET mostraba, la que se utilizd para el resto de las
mediciones.

Con el ensayo de FRET puesto a punto, se procedio a estudiar la interaccion entre las
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distintas subunidades. Las células cotransfectadas con P2X7-WT-Cerulean y P2X7-WT-
Venus, asi como también células cotransfectadas con P2X7-GIn460Arg-Cerulean y P2X7-
GIn460Arg-Venus mostraron altos niveles de sefial de FRET (Figura 20). En ambos casos los
canales P2X7 estaban compuestos por una Unica variante, P2X7-WT o bien P2X7-
GIn460Arg. Esto asegura la interaccion entre las proteinas fluorescentes Cerulean y Venus.

Se obtuvieron sefiales de FRET equivalentes a estos controles positivos cuando se
coexpresaron P2X7-WT y P27-GIn460Arg en la misma célula, sin importar el fluor6foro que
tuvieran unido: P2X7-WT-Cerulean cotransfectado con P2X7-GIn460Arg-Venus o P2X7-WT-
Venus cotransfectado con P2X7-GIn460Arg-Cerulean, confirmandose entonces la interaccion
en membrana entre las variantes WT y Gln460Arg del receptor P2X7 (Figura 20).

Como control negativo se empled una proteina de membrana que no interactiia con
P2X7: TrkA. Asi, al cotransfectar P2X7-WT-Cerulean y TrkA-Venus o TrkA-Cerulean y
P2X7-WT-Venus no se observaron niveles apreciables de FRET, demostrando que la
interaccion entre subunidades de P2X7 es especifica.

En conjunto, estos resultados muestran por primera vez la interaccion en membrana de
las variantes WT y GIn460Arg de P2X7 y la estricta dependencia de la presencia de ambas

para que se produzca una alteracion en la funcion del receptor.
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Figura 20. Mediciones de FRET en membrana de células vivas de las variantes fluorescentes de
P2X7. Las células HEK293 fueron transfectadas con 50 ng de los plasmidos indicados y 48 h después fueron
analizadas por microscopia confocal. Se evalu6 la presencia de FRET entre dichas proteinas de fusion
cuantificando pixel a pixel mediante el método de sensitized emmision y posterior analisis de imagenes con el
complemento PixFRET del programa ImageJ. (A) Deteccion de sefiales de FRET por microscopia confocal.
Primer columna: imagen de FRET: Excitacion a 458 nm y Emision a 530-630 nm. Segunda y tercer columnas:
Fluorescencia individual de Cerulean y Venus respectivamente. Cuarta columna: NFRET, imagen de FRET
normalizado de la misma célula. La escala de grises incluye sefiales de amplitud positiva y negativa. Los pixeles
con sefales menores al umbral se marcan en azul. Se muestran imdgenes representativas de cada condicion de
transfeccion. (B) Cuantificacion de NFRET. Se delimitaron multiples regiones de interés (ROIs) en la membrana
celular de cada célula, y se cuantificaron las amplitudes de la sefial. Cada barra representa la media + ES de 5-10
células, delimitando 4-6 ROIs por célula, evaluadas en cuatro experimentos independientes.
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4. Validacion in vivo de la pérdida de funcion de los receptores P2X7 heteroméricos

Habiendo demostrado mediante distintos enfoques experimentales que la coexpresion
de P2X7-WT vy la variante polimorfica P2X7-GIn460Arg es lo que produce una pérdida de
funcién en el receptor, resulta interesante estudiar el impacto funcional de la expresion en
heterocigosis del polimorfismo in vivo. Para esto, el grupo liderado por el Dr. Jan Deussing en
el Instituto Max Planck de Psiquiatria de Munich, Alemania, basado en nuestros resultados,
genero ratones transgénicos que expresan las distintas variantes del receptor P2X7 humano.
Dicho grupo y el nuestro tienen una colaboracion cientifica en el marco del proyecto de P2X7
y desordenes depresivos.

Es importante destacar que los experimentos que se relatan a continuacion fueron
realizados por dicho grupo de trabajo. Dado que complementan, enriquecen y le dan un marco
in vivo a los hallazgos de caracterizacion funcional, y que mas adelante en esta tesis
(Resultados 10.3) se muestran resultados propios a partir de muestras obtenidas de estos
ratones transgénicos, es que se considerd pertinente comentar en detalle dichos hallazgos en
esta tesis.

Se generaron dos lineas murinas en las cuales el receptor P2X7 de ratén fue sustituido
por el receptor P2X7-WT humano o por la variante polimoérfica GIn460Arg. Luego se
efectuaron cruzas con estas dos lineas y se obtuvo asi una linea heterocigota para P2X7
humano. Sobre estas lineas se monitored la actividad electroencefalografica (EEG) y el
comportamiento normal de vigilia-suefio, dado que los trastornos del suefio es uno de los
sintomas mas significativos que acompafan a los trastornos afectivos o del estado de d&nimo
(385). Se vio que los ratones heterocigotas tienen la arquitectura del suefio alterada y una
menor calidad del mismo en comparacion con los ratones homocigotas. Por otra parte se
someti6 a las tres lineas de ratones transgénicos a un protocolo de estrés por derrota social
cronica (del inglés, CSDS). Este protocolo es un modelo establecido de depresion (386, 387).
Los ratones transgénicos para P2X7 humano mostraron cambios profundos provocados por el
protocolo de CSDS, tanto fisiologicos como neuroendocrinos. En particular, solamente los
ratones heterocigotas mostraron niveles muy elevados de corticosterona. Luego se llevo a
cabo un amplio rango de ensayos de comportamiento, con el fin de evaluar las consecuencias
del protocolo de CSDS a nivel comportamental. Estos ensayos demostraron que los ratones
heterocigotas tienen un estado de mayor excitacion, un aumento en el comportamiento

relacionado con ansiedad y ademas desarrollaron déficits en el comportamiento social y
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evitaron situaciones sociales. Este déficit en el comportamiento social evoca varias
condiciones psiquiatricas que incluyen a los trastornos afectivos o del estado de animo. Los
ratones heterocigotas mostraron ademas signos de comportamiento anhedonico, un sintoma
caracteristico de depresion (388, 389). Teniendo en cuenta estos hallazgos, los ensayos
realizados sobre estos ratones transgénicos brindan claras evidencias de que la variante
polimorfica Gln460Arg de P2X7 expresada en heterocigosis provoca un aumento en la
vulnerabilidad a desarrollar trastornos del comportamiento en respuesta al estrés cronico.
Estos resultados comprueban a nivel fisiologico las consecuencias funcionales caracterizadas
a nivel molecular y celular por el tesista.

Una explicacion mas detallada de estos resultados asi como las figuras

correspondientes se pueden consultar en el Anexo 1.

5. Busqueda de nuevos blancos involucrados en la sefializacion mediada por P2X7 y su

variante polimorfica

Los resultados detallados hasta este punto, muestran las consecuencias funcionales de
la coexpresion de la variante polimorfica P2X7-GIn460Arg, en cuanto que produce la pérdida
de funcion del receptor. A continuacidn se procedio a buscar nuevos blancos involucrados en
la sefializacion mediada por P2X7 que se encuentren alterados de alguna manera por la
presencia de la variante polimorfica P2X7-GIn460Arg. Para esto, se emplearon dos enfoques
complementarios: por un lado, la busqueda de proteinas involucradas en los mecanismos de
sefalizacion de P2X7 no descriptas como tales hasta el momento, y por el otro, la busqueda
de genes con niveles de expresion génica alterados debido a la activacion de las distintas
variantes de P2X7. Para el primer enfoque se empleod la técnica de protedmica que permite
mediante espectrometria de masa identificar proteinas, en este caso asociadas a los elementos
de senalizacion de P2X7, mientras que para la deteccion de genes con expresion alterada se
utiliz6 la técnica de microarray de expresion, que permite cuantificar los niveles de expresion
de todos los genes en distintas condiciones, en este caso comparando células expresoras de las

distintas variantes de P2X7.
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5.1. Identificacion de PARPI asociada a la via de transduccion de seiiales de P2X7:

Enfoque proteomico

Se llevd a cabo un abordaje de identificaciéon de proteinas involucradas en la
sefalizacion de P2X7 mediante protedmica, en colaboracion con el grupo de trabajo del Dr.

Chris Turck del Max Planck Institute de Munich, Alemania.
5.1.1.  Proteomica de proteinas asociadas a la MAPKKK B-Raf

La MAPKKK BRaf esta involucrada en la sefializacion en células del SNC (390-392).
Esto se comprob6 en el modelo de la linea celular 1321N1, donde la activaciéon de P2X7

produce la fosforilacion de BRaf dependiente del tiempo (Figura 21).

BzATP (min)
0 5 10 30
pBRaf

Figura 21. Fosforilacion de BRaf en la linea celular 1321N1. Las células fueron estimuladas con
BzATP 50 uM durante el tiempo indicado. Con los extractos proteicos obtenidos se realiz6 un WB con
anticuerpos anti p-BRaf (1/1000), y anti BRaf (1/1000). La deteccion de BRaf sobre la misma membrana sirvid
como control de carga. Se muestran imagenes representativas de un experimento de tres con resultados similares.

Teniendo en cuenta que BRaf se expresa en el contexto del SNC y que sirve de anclaje
a muchas otras proteinas, formando complejos multiproteicos que modulan las vias de
sefalizacion involucradas (393), resulta interesante explorar si hay nuevas proteinas asociadas
a BRaf en la via de sefializacion de P2X7.

De esta manera, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de la MAPKKK BRaf
en condiciones basales o de estimulo con BZATP. Los inmunoprecipitados se resolvieron por
SDS/PAGE, se tifio el gel y las bandas diferenciales detectables entre tratamientos fueron

sometidas a identificacion mediante espectrometria de masa (Figura 22).
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Figura 22. Identificacion por proteémica de proteinas asociadas a BRaf. Las células fueron
estimuladas o no con BZATP 50 uM durante 3 min. Se utilizaron 3 placas de 10cm con células 80% confluentes
por condicion. Los lisados fueron inmunoprecipitados con anticuerpo policlonal de conejo anti BRaf en
presencia de Proteina A-G plus Agarosa. Los inmunoprecipitados fueron resueltos por electroforesis en gel de
poliacrilamida 12%, fijado y tefiido con “Coomassie Blue Gel Code”. Las bandas diferenciales entre condiciones
fueron cortadas del gel y analizadas mediante espectrometria de masa (MS/MS). Recuadro: banda diferencial
identificada como PARPI1 luego del analisis de espectrometria de masa.

Mediante este enfoque se encontr6 asociado a BRaf, entre otras, a la proteina Poli
ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP1) (113kDa), cuya interaccion disminuye tras el estimulo con
BzATP (Figura 22). El hallazgo de PARP1 ligado a la transduccion de sefiales de P2X7
resulta muy interesante, dado que PARP1 es un componente clave en la respuesta celular a
procesos inflamatorios. Hasta el momento, la relacion entre P2X7 y PARP1 no ha sido

descripta, asi como tampoco la asociacion entre PARP1 y BRaf.
5.1.2.  Validacion del resultado de la proteomica mediante inmunoprecipitacion

Los hallazgos de la protedmica se validaron mediante ensayos de Co-IP en células
132IN1. En ambos casos, cuando se inmunoprecipit6 BRaf y cuando se inmunoprecipitd

PARP1 se detectd a la otra proteina asociada (Figura 23). Estos resultados confirman a

PARP1 como proteina que interactiia con BRaf.
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Figura 23. Validacién de la interaccion entre BRaf y PARP1 en células 1321N1. Se obtuvieron
extractos celulares a partir de placas de 10cm 80% confluentes. Se realizaron inmunoprecipitaciones con
anticuerpos policlonales de conejo anti BRaf o anti PARP1 en presencia de Proteina A-Sepharosa. Los
inmunoprecipitados se analizaron por WB con los mismos anticuerpos (ambos 1/1000). Input: 10% de extracto
proteico crudo sin inmunoprecipitar; Mock: Inmunoprecipitacion realizada con IgGs normales de conejo, como
control negativo de inmunoprecipitacion. Se muestra un experimento representativo de tres con resultados
similares.

Con el fin de evaluar si esta interaccion se produce en otros tipos celulares del sistema
nervioso, se realizaron los ensayos de Co-IP en una linea celular derivada de neuronas
hipocampales de raton, HT-22. Una vez mads, se evidencio la interaccion BRaf-PARP1

(Figura 24).
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Figura 24. Validaciéon de la interaccion entre BRaf y PARP1 en células HT22. Se obtuvieron
extractos celulares a partir de placas de 10cm 80% confluentes. Se realizaron inmunoprecipitaciones con
anticuerpos policlonales de conejo anti BRaf o anti PARP1 en presencia de Proteina A-Sepharosa. Los
inmunoprecipitados se analizaron por WB con los mismos anticuerpos (ambos 1/1000). Input: 10% de extracto
proteico crudo sin inmunoprecipitar; Mock: Inmunoprecipitacion realizada con IgGs normales de conejo, como
control negativo de inmunoprecipitacion. Se muestra un experimento representativo de dos con resultados
similares.

5.1.3.  Localizacion subcelular de PARP1 y BRaf

Dado que PARPI est4 reportado como una proteina de localizacion nuclear y BRaf es
predominantemente citoplasmatica, se estudid la localizacion subcelular de las mismas en
células del SNC, de modo de explicar la interaccion detectada.

Para ello, se realizaron purificaciones de fracciones subcelulares de citoplasma y
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nucleo de células 1321N1, y luego se detectaron las proteinas de interés mediante la técnica
de WB. De acuerdo a lo esperado, PARP1 result6 muy abundante en nucleo, pero también se
lo detectdé de manera minoritaria en citoplasma. De modo analogo y en concordancia con lo
reportado, BRaf se encontré mayoritariamente en citoplasma, pero también se lo detectd en
nucleo (Figura 25). Resulta interesante destacar que el tratamiento con BZATP no modifico
apreciablemente la localizacion subcelular de dichas proteinas, salvo tal vez en el caso de
BRaf donde se aprecia un leve aumento de su presencia en el nucleo a los 10 minutos de

tratamiento con BzATP.

BzATP (min)

0 5 10 30 0 5 10 30
PARP-1 | o v s R S

GAPDH

Histona H3

Citosol Nucleo

Figura 25. Localizacién subcelular de PARP1 y BRaf. Se obtuvieron extractos citosolicos y nucleares
a partir de células 1321N1 estimuladas con BzATP 50 uM durante los tiempos indicados. La fraccion citosdlica
se obtuvo mediante disrupcion de la membrana plasmatica en solucion hipotonica con detergente no ionico y la
fraccion nuclear se extrajo a continuacion con una soluciéon de alta concentracion salina. Con los extractos
proteicos obtenidos se realiz6 un WB con anticuerpos anti PARP1 y anti BRaf (ambos 1/1000). La deteccion de
GAPDH e Histona H3 (ambos 1/10000) se us6 como marcador de fracciones citosolicas y nucleares
respectivamente, al mismo tiempo que como control de carga. Se muestran imagenes representativas de tres
experimentos con resultados similares.

A continuacion se estudio la interaccion BRaf-PARP1 en extractos citosdlicos y
nucleares. Para ello, se realizaron purificaciones de fracciones subcelulares de citoplasma y
nucleo para luego realizar los ensayos de Co-IP entre BRaf y PARP1. Como se puede ver en
la Figura 26 la interaccion se detectd en ambos compartimentos, a pesar de que PARPI1 es

minoritario en citoplasma.
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Figura 26. Localizacion subcelular de la interaccién entre BRaf y PARP1. Se obtuvieron extractos
citosolicos y nucleares a partir de células 1321N1. La fraccion citosodlica se obtuvo mediante disrupcion de la
membrana plasmatica en solucion hipotoénica con detergente no idnico y la fraccion nuclear se extrajo a
continuacion con una solucion de alta concentracion salina. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron
inmunoprecipitaciones con anticuerpo policlonal de conejo anti BRaf en presencia de Proteina A-Sepharosa. Los
inmunoprecipitados se analizaron por WB con anticuerpos anti PARP1 y anti BRaf (ambos 1/1000). Input: 10%
de extracto proteico crudo sin inmunoprecipitar; Mock: Inmunoprecipitacion realizada con IgGs normales de
conejo, como control negativo de inmunoprecipitacion. La deteccion de GAPDH e Histona H3 (ambos 1/10000)
se us6 como marcador de fracciones citosolicas y nucleares respectivamente. Se muestran imagenes
representativas de tres experimentos con resultados similares.

6. P2X7 activa a PARP1

Habiendo demostrado que PARP1 estd involucrado en la via de sefializacion de P2X7,
se profundiz6 acerca de la manera en que participa en la misma. Teniendo en cuenta que
PARP1 es una enzima que media la parilacion de proteinas, se estudié si P2X7 modula esta

modificacion postraduccional.

6.1. La activacion de P2X7 aumenta la parilacion

Cuando se tratd a los clones 1321N1 sobreexpresores de P2X7-WT con BzATP, se
detectd un aumento generalizado de los niveles de parilacion celular (Figura 27A-B). Este
fendmeno se detectd tanto en citoplasma como en ntcleo (Figura 27C). Los bajos niveles de
PARP1 citoplasmatico son suficientes para producir un aumento considerable en los niveles

de parilacion.
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Figura 27. Deteccion de parilacion dependiente de P2X7 en células 1321N1 P2X7-WT. Las células
se estimularon con BzZATP 50 uM. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron WB con un anticuerpo que
detecta residuos de poli-ADP-ribosa (PAR). (A) Deteccion de parilacion en extractos crudos. Se utilizd
anticuerpo anti GAPDH (1/10000) como control de carga. (+): Tratamiento con H,O, 10 mM durante 10 min
como control positivo de aumento de parilacion. (B) Inmunoprecipitacion de proteinas pariladas en condiciones
basales y estimuladas con BZATP 50 uM durante 30 min. Con los extractos proteicos obtenidos se realizd una
inmunoprecipitacion con anticuerpo monoclonal de conejo que detecta residuos de PAR en presencia de Proteina
A-Sepharosa. Los inmunoprecipitados se analizaron por WB con el mismo anticuerpo anti PAR (1/10000).
Mock: Inmunoprecipitacion realizada con IgGs normales de conejo, como control negativo de
inmunoprecipitacion. (C) Deteccion de parilacion en extractos citosolicos y nucleares. Las células fueron
estimuladas con BzATP 50 puM durante los tiempos indicados. La fraccion citosolica se obtuvo mediante
disrupcion de la membrana plasmatica en solucién hipotdnica con detergente no idnico y la fraccion nuclear se
extrajo a continuacién con una solucion de alta concentracion salina. Con los extractos proteicos obtenidos se
realizé un WB con anticuerpos anti PAR (1/10000) y anti PARP1 (1/1000). La deteccion de GAPDH e Histona
H3 (ambos 1/10000) se usé como marcador de fracciones citosolicas y nucleares respectivamente. Para cada
panel se muestran imagenes representativas de tres experimentos con resultados similares.

6.2. El aumento en la parilacion es mediado por PARPI

A continuacion se estudid si PARP1 era efectivamente la proteina involucrada en
mediar el aumento de la parilacion desencadenado por la activacion de P2X7. Para esto, se
realizaron experimentos de silenciamiento de PARP1, empleando un RNA1 disefiado para tal
fin. Cuando se silencio la expresion de PARP1, se obtuvo una disminucion considerable en el
aumento en los niveles de parilacion general producto de la activacion de P2X7 (Figura
28A). Se pudo comprobar ademés que PARP1 es blanco de su propia actividad enzimatica (es
decir, se autoparila). Luego del estimulo con BzATP, aumentaron los niveles de PARPI

autoparilado (Figura 28B), demostrando que la activacién de P2X7 produce su activacion.
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Figura 28. Deteccion de parilacion dependiente de P2X7 en células 1321N1 P2X7-WT mediado
por PARP1. Las células se estimularon con BZATP 50 uM. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron
WB con un anticuerpo que detecta residuos de poli-ADP-ribosa (PAR). (A) Deteccion de parilacion luego del
silenciamiento especifico de PARP1. Las células fueron transfectadas a una confluencia del 60% con el RNAi
indicado en una concentracion 20 nM durante 5h con Lipofectamina 2000. Luego de 72h, las células fueron
estimuladas con BzATP 50 uM. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron Western Blot con anticuerpos
anti PAR (1/10000). La deteccion de PARP1 (1/1000) sirvid6 como control de silenciamiento. (B)
Inmunoprecipitacion de PARP1 en condiciones basales y estimuladas con BzATP 50 uM durante 30 min. Con
los extractos proteicos obtenidos se realiz6 una inmunoprecipitacion con anticuerpo policlonal de conejo anti
PARP1 en presencia de Proteina A-Sepharosa. Los inmunoprecipitados se analizaron por WB con el mismo
anticuerpo anti PAR (1/10000). Mock: Inmunoprecipitacion realizada con IgGs normales de conejo, como
control negativo de inmunoprecipitacion. Para cada panel se muestran imagenes representativas de tres
experimentos con resultados similares.

6.3. La coexpresion de las variantes P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg disminuye la parilacion

Se estudio el efecto que tiene sobre el aumento de la parilacion mostrado anteriormente
(Figura 27) la activacion de las distintas variantes de P2X7 en células 1321N1. Se emplearon
clones 1321N1 sobreexpresores de P2X7-WT o sobreexpresores de ambas variantes P2X7-
WT/GIn460Arg. Se encontrd que estos ultimos muestran un aumento marcadamente menor en
los niveles de parilacion luego del tratamiento con BzZATP (Figura 29).

En conjunto, estos resultados identifican a PARPI participando en la via de
transduccion de sefiales de P2X7, y sugieren por primera vez a P2X7 como activador de

PARPI.
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Figura 29. Parilaciéon dependiente de P2X7 en clones 1321N1 sobreexpresores de las variantes de
P2X7. Se utilizaron clones 1321N1 P2X7-WT y 1321 P2X7-WT/GIn460Arg. Las células se estimularon con
BzATP 50 uM. Con los extractos proteicos obtenidos se realizaron WB con un anticuerpo que detecta residuos
de poli-ADP-ribosa (PAR). Se utilizo anticuerpo anti GAPDH (1/10000) como control de carga. Se muestran
imagenes representativas de un experimento de un total de tres con resultados similares.

7. Efectos transcripcionales producidos por las variantes Wild-Type y polimorfica

GIn460Arg del receptor purinérgico P2X7

A continuacion se estudiaron las consecuencias de la activacion de las distintas
variantes de los receptores P2X7 a nivel de la expresion génica, con el objetivo de caracterizar
cambios en la expresion de genes individuales o grupos de genes relacionados con
inflamacion y depresion, de modo de hallar genes que relacionen la pérdida de funcion del
canal y los trastornos psiquiatricos.

Si bien esta documentado que la activacion de los receptores P2X7 produce la
transcripcion de distintos genes en distintos modelos celulares (236, 246, 394), hasta el
momento no se ha realizado un andlisis de este fendmeno a gran escala y mucho menos se han
estudiado las posibles diferencias en la transcripcion de genes mediada por las distintas
variantes de P2X7. Es por ello que se buscé caracterizar a gran escala la posible modificacion
del patrén de transcripeion por activacion de las distintas variantes de P2X7. Para esto, se

utilizo la técnica de microarray.
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7.1. Disefio y recoleccion de muestras para el microarray

Como material biologico se utilizaron los clones sobreexpresores de las distintas
variantes de P2X7 derivadas de la linea celular HEK293: clones sobreexpresores P2X7-WT, y
coexpresores de ambas variantes: P2X7-WT/P2X7-Gln460Arg. Como control negativo de
activacion de P2X7 se utilizo la linea HEK293 parental, que no expresa dicho receptor,
sirviendo de referencia en cuanto a la expresion génica independiente de P2X7. Las células
fueron estimuladas con BZATP 50 uM durante 3 horas antes de proceder con la extraccion de
RNA. Se recolect6 RNA de 5 clones de cada variante, asi como también de 5 réplicas de la
linea parental. Asi cada clon o réplica parental cumple la funcidén de réplica biologica para
cada fenotipo de expresion de P2X7. Con el objetivo de validar la funcionalidad de los clones
empleados, se midi6 la entrada de calcio tras la activacion de P2X7, pudiéndose confirmar en
todos los casos que los clones que solo expresan una unica variante de P2X7 presentan una
elevada entrada de calcio frente a los clones coexpresores de ambas variantes que muestran
una entrada disminuida, tal como se mencion6 previamente (Introduccién 5.3).

El RNA extraido fue estudiado en la plataforma de microarray del Instituto Max
Planck de Psiquiatria de Munich, Alemania, en el marco de la colaboracion con el grupo del
Dr. Jan Deussing. En dicha plataforma, se realizé la hibridacion de las muestras en un array de
expresion con sondas para todos los genes humanos. El andlisis de los resultados fue realizado
por el tesista en colaboracion con el Dr. Jan Deussing y el asesoramiento bioinformatico del

Dr. Patricio Yankilevich del IBioBA-CONICET-MPSP.

7.2. Analisis de datos crudos

Primeramente, se realizé un agrupamiento de datos. Se tomd el patron de expresion

global de cada muestra y luego se agruparon todas las muestras mediante un arbol de

distancias (dendograma) (Figura 30).
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Figura 30. Dendograma (arbol de distancias) en base a la similitud en los perfiles globales de
expresion. El arbol de distancias provee una manera sencilla de evaluar rapidamente las similitudes entre los
perfiles de expresion génica de cada muestra. Se realizé un agrupamiento jerarquico de las muestras analizadas
en el microarray de acuerdo a las distancias entre sus perfiles de expresion génica. Se excluyeron del analisis dos
muestras que eran muy dispares con respecto al resto de las de su tipo. Se detalla el numero de clon de cada
muestra. HEK: cada una de las réplicas de las células HEK293 parentales.

Este agrupamiento arrojo los siguientes resultados: a excepcion de un clon P2X7-WT
(clon 16) y un clon coexpresor P2X7-WT/GIn460Arg (clon 77) que se ubican en posiciones
intermedias, el resto de los clones se agruparon por cercania a los de su mismo tipo,
pudiéndose armar subgrupos en el arbol que coincidian perfectamente con los fenotipos
estudiados. Ademas, se puede ver que las réplicas HEK293 parentales son muy similares entre
si y se encuentran alejadas de todos los clones, lo que resulta esperable. El analisis del
dendograma sirve para validar globalmente el microarray: las réplicas parentales forman un

grupo alejado de todos los clones expresores de las distintas variantes de P2X7, mientras que
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los distintos clones muestran un patrén de expresion génica similar de acuerdo a la similitud
en la funcionalidad previamente reportada para la actividad del canal P2X7 en sus distintas

variantes.

8. Perfil transcripcional de P2X7

Antes de analizar las diferencias en la transcripcion de genes mediada por las distintas
variantes de P2X7 (WT y GIn460Arg), se decidi6 estudiar el perfil transcripcional
concerniente a la activacion de P2X7-WT, dado que hasta el momento no existe ningun
estudio a gran escala que lo reporte.

El disefio del microarray realizado permite responder esta pregunta, dado que se puede
comparar entre los datos de los clones P2X7-WT y las réplicas HEK293 parentales, las cuales
carecen del receptor endégeno. Como todas estas muestras fueron estimuladas con BzATP, las
diferencias en expresion génica entre ambos grupos habran sido producidas por la activacion

de P2X7-WT.

8.1. Genes diferencialmente expresados por P2X7

Se fijaron ciertos parametros para definir genes diferencialmente expresados entre
grupos, en este caso genes con expresion diferencial entre el grupo de réplicas HEK293
parentales y el grupo de clones P2X7-WT. Se define un gen diferencialmente expresado entre
grupos si muestra un cambio en sus niveles de expresion mayor o igual a 1,5 veces con
respecto al otro grupo (del inglés, Fold Change > |1,5]) con un valor estadistico P < 0,05. Con
este criterio, el contraste entre el grupo HEK293 parental y el grupo de clones P2X7-WT
resultd tener 1995 genes diferencialmente expresados. La lista completa de estos genes con
sus valores se puede ver en el Anexo 2 Tabla 1.

Para comenzar a describir esta gran cantidad de datos, primero se realizd un “mapa de
calor” (del inglés, Heat Map) (Figura 31). Este diagrama es una representacion grafica de los
datos donde cada valor individual de la matriz de datos original es representado en una escala

de colores.
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Figura 31. Diagrama de genes diferencialmente expresados entre la linea celular HEK293
parental y los clones HEK293 P2X7-WT. Se consideraron los datos de expresion de las réplicas HEK293
parentales y de los clones P2X7-WT. Se obtuvieron los genes diferencialmente expresados entre estos grupos de
acuerdo al criterio de Fold Change > |1,5| con un valor estadistico P < 0,05. Los 1995 genes asi obtenidos se los
agrup6 de acuerdo a similitud en sus perfiles de expresion en relacion a cada muestra analizada. Columnas:
muestras. Filas: genes. HEK: cada una de las réplicas de las células HEK293 parentales. WT: Clones HEK293
P2X7-WT. Se detalla el nimero de clon de cada muestra. Escala de colores: azul representa baja expresion y rojo
representa alta expresion.

En la Figura 31 se pueden observar las marcadas diferencias de expresion entre
ambos grupos para los 1995 genes diferencialmente expresados. La confeccion del Heat Map
se basa en el agrupamiento de los datos en funcion de dos criterios en simultaneo: se agrupan

las muestras del microarray por similitud en sus perfiles de expresion (columnas en el
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diagrama) y también se agrupan los genes de acuerdo a similitud de expresion (filas en el
diagrama). En cuanto a las muestras, se puede ver que los clones P2X7-WT tienen una
expresion similar para los genes representados, y lo mismo ocurre para las réplicas HEK293
parentales. A su vez, las diferencias entre ambos grupos son notables, y es asi como se
detectan 2 bloques marcadamente diferenciados en el sentido vertical del diagrama. De esta
manera, se concluye que ambos grupos tienen un perfil de expresion génica marcadamente
diferencial, producido por la presencia o ausencia de P2X7-WT. En cuanto a los genes, un
analisis mas detallado del diagrama permite ver que en este contraste se forman bloques de
genes con expresion similar en el sentido horizontal del diagrama. Esto da cuenta de que la
presencia de P2X7-WT origina cambios en la expresion génica con efectos puntuales: para
cada grupo de genes el efecto es distinto (por ejemplo, en algunos casos produce un aumento
(en rojo) y en otros una disminucidon de la expresion (en azul), y entre distintos grupos esta
magnitud es distinta).

A continuacion, se procedid a realizar un analisis més detallado sobre esta lista de
1995 genes diferencialmente expresados entre los clones P2X7-WT y la linea HEK293
parental. Para ello, primero se analizaron los genes con mayor magnitud de expresion
diferencial. En la Tabla 5 se describen los 30 genes regulados positivamente y los 30 genes

regulados negativamente en mayor magnitud.
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Resultados

A) Contraste clones P2X7-WT versus HEK293 parentales: genes regulados positivamente
Orden | Fold Change ValorP |Gen (simbolo) Gen (definicion) Funciéon molecular (Gene Ontology)
1 34,56 5.93 x 10 -21 TNC tenascin C syndecan binding
2 12,39 5.02x 10-19 ZNF711 zinc finger protein 711 sequence-specific DNA binding
3 4,95 1.09 x 10 -16 MESP1 mesoderm posterior 1 homolog sequence-specific DNA binding
Transcription factor activity
4 9,99 2.49x10-16 DPYSL4 Dihydropyrimidinase-like 4 Hydrolase activity
5 18,09 2.77x10-16 SH3BGR SH3 domain binding SH3/SH2 adaptor activity
Glutamic acid-rich protein
6 5,83 1.54 x10-15 ADAMTS1 ADAM metallopeptidase with metallopeptidase activity
Thrombospondin type 1 motif, 1
7 12,73 21x10-15 ADAMTSS ADAM metallopeptidase with metallopeptidase activity
Thrombospondin type 1 motif, 5
8 4,44 2.8x10-15 TMEM47 transmembrane protein 47 ND
9 3,57 3.39x 10-15 FBXL16 F-box and leucine-rich ND
Repeat protein 16
10 23,95 4.7x10-15 SOX11 SRY (sex determining region Y) RNA polymerase Il core promoter
-box 11 Sequence-specific DNA binding
11 14,04 1.93x 10 -14 AMOT angiomotin (AMOT) angiostatin binding
12 5,29 2.02x10-14 KCNQ2 potassium voltage-gated channel, voltage-gated potassium
KQT-like subfamily, member 2 Channel activity
13 10,05 449x10-14 SOX17 SRY (sex determining region Y) RNA polymerase Il core promoter
-box 17 Sequence-specific DNA binding
14 4,10 3.42x10-13 SLC30A3 solute carrier family 30 zinc transporting ATPase activity
(zinc transporter), member 3
15 3,48 6.29x 10-13 RIPK4 receptor-interacting protein serine/threonine kinase activity
Serine-threonine kinase 4
16 2,73 9.77 x 10 -13 CDH2 cadherin 2, type 1, calcium ion binding
N-cadherin (neuronal)
17 2,68 1.13x10-12 DBN1 drebrin 1 (DBN1) actin binding
18 2,92 1.34 x 10 -12 DCXR dicarbonyl/L-xylulose reductase oxidoreductase activity
19 3,91 1.62x10-12 TFAP2A transcription factor AP-2 alpha sequence-specific DNA binding
Transcription factor activity
20 3,25 1.94 x 10 -12 GLA galactosidase, alpha alpha-galactosidase activity
21 3,15 3.97x10-12 CCND1 cyclin D1 transcription factor binding
22 5,55 448 x 10-12 PCDH19 Protocadherin 19 calcium ion binding
23 2,50 571x10-12 PITX1 paired-like homeodomain sequence-specific DNA binding
Transcription factor 1 Transcription factor activity
24 3,61 8.34x10-12 RAC3 ras-related C3 botulinum toxin GTPase activity
Substrate 3
25 2,82 9.2x10-12 AGTPBP1 ATP/GTP binding protein 1 tubulin binding
26 3,01 9.34 x 10 -12 DPP7 Dipeptidyl-peptidase 7 serine-type peptidase activity
27 2,55 1.36 x 10 -11 CASP3 caspase 3, apoptosis-related cysteine-type endopeptidase activity
Cysteine peptidase
28 4,14 1.53 x 10 -11 BMP2 bone morphogenetic protein 2 receptor binding
29 2,82 1.53 x 10 -11 CDH11 cadherin 11, type 2, calcium ion binding
OB-cadherin (osteoblast)
30 15,82 2.25x 10 -1 ZNF22 zinc finger protein 22 zinc ion binding
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Resultados

B) Contraste clones P2X7-WT versus HEK293 parentales: genes regulados negativamente
Orden | Fold Change ValorP |Gen (simbolo) Gen (definicion) Funciéon molecular (Gene Ontology)
1 -53,96 8.52 x 10 -26 MYOM2 myomesin (M-protein) 2 structural constituent of muscle
2 -15,84 1.65x 10 -24 OCIAD2 OCIA domain containing 2 ND
3 -25,93 6.3x 10 -24 PTGR1 prostaglandin reductase 1 oxidoreductase activity
4 -23,15 6.3 x 10 -24 HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 protein kinase C binding
5 -17,88 1.38 x 10 -23 FAM162B family with sequence similarity 162, ND
Member B
6 -16,85 2.45x10-23 ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family, retinal binding
Member A2
7 -23,53 2.45x 10 -23 RAB32 RAB32, member RAS oncogene family GTP binding
8 -15,57 3.37x10-23 DECR1 2,4-dienoyl CoA reductase 1 oxidoreductase activity,
Acting on NAD(P)H
9 -29,69 3.75x10-23 ECHDC2 enoyl Coenzyme A hydratase catalytic activity
Domain containing 2
10 -29,51 9.05x 10 -23 COCH coagulation factor C homolog protein binding
11 -29,97 2.95x 10 -22 NEFL neurofilament, light polypeptide structural constituent of cytoskeleton
12 -10,47 5.71x 10-22 TRO trophinin protein binding
13 -8,24 8.52 x 10 -22 ANKRD19 ankyrin repeat domain 19 ND
14 -19,48 1.56 x 10 -21 SLC25A43 solute carrier family 25, member 43 ND
15 -10,94 3.76 x 10 -21 MAOA monoamine oxidase A primary amine oxidase activity
16 -8,63 7.82x 10-21 MAGEB2 melanoma antigen family B ND
17 -9,76 2.58 x 10 -20 EPDR1 ependymin related protein 1 calcium ion binding
18 -9,35 3.24x10-20 HDHD1A haloacid dehalogenase-like hydrolase phosphatase activity
Domain containing 1A
19 -11,70 4.62x 10 -20 DDX12 PREDICTED: DEAD/H box ATP-dependent DNA helicase activity
Polypeptide 12
20 -6,60 9.47 x 10 -20 MID1 midline 1 (Opitz/BBB syndrome) ubiquitin protein ligase binding
21 -7,62 1.39x 10 -19 DYNLT3 dynein, light chain, Tctex-type 3 motor activity
22 -6,87 3.18x 10-19 MSN moesin structural constituent of cytoskeleton
23 -10,32 6.37 x 10 -19 CDO1 cysteine dioxygenase, type | cysteine dioxygenase
24 -9,89 6.95x 10 -19 GLDC glycine dehydrogenase electron carrier activity
(decarboxylating)
25 -6,13 1.06 x 10 -18 CRYGD crystallin, gamma D protein binding
26 -5,32 1.57x10-18 SYT11 synaptotagmin XI transporter activity
27 -5,82 2.01x10-18 RAC2 ras-related C3 botulinum GTPase activity
Toxin substrate 2
28 -6,30 2.01x10-18 PHF11 PHD finger protein 11 zinc ion binding
29 -6,14 8.87x10-18 TACSTD1 tumor-associated calcium ND
Signal transducer 1
30 -5,98 1.04x 10 -17 ACOT1 acyl-CoA thioesterase 1 thiolester hydrolase activity

Tabla 5. Genes con maxima regulacion diferencial entre clones P2X7-WT y HEK293 parentales.
Se muestran los genes diferencialmente expresados en el contraste de clones P2X7-WT versus HEK293
parentales. A) Genes regulados positivamente en los clones P2X7-WT y B) Genes regulados negativamente en
los clones P2X7-WT. Para cada caso, se muestran los 30 genes con mayor valor estadistico. Los genes estan
ordenados de acuerdo a valor estadistico decreciente (Valor P). Fold Change: Veces de cambio en la expresion
génica con respecto a HEK293 parentales. Funcion molecular: Se muestra el término de la base de datos Gene
Ontology mas frecuente para cada gen. ND: Funcion molecular no determinada.

Este analisis permite ver que hay una gran variedad de genes diferencialmente

expresados. Si se observa la funcién molecular de los mismos, se concluye que hay muchas

funciones que se ven afectadas por la activacion de P2X7-WT. Para analizar esta observacion

con mayor profundidad, se procedio a contrastar la lista de los 1995 genes diferencialmente
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expresados con diferentes herramientas bioinformaticas, lo que permite agrupar estos genes

de distintas maneras: segiin sus funciones bioldgicas, asociacion con publicaciones relevantes

y por vias de sefializacion afectadas

En primer lugar, se obtuvieron los términos de la base de datos de Gene Ontology

(GO) basados en procesos biologicos que estan sobrerepresentados en dicha lista de genes.

Los mismos se describen en la Tabla 6.

A) Términos GO enriquecidos entre los genes
regulados positivamente en los clones P2X7-WT

Orden Término GO Numero Valor P
De genes

1 Axon guidance 22 0.00195
2 Anatomical structure formation 56 0.00523
3 Positive regulation of angiogenesis 10 0.00597
4 Organ morphogenesis 144 0.00652
5 Regulation of cell adhesion 36 0.00751
6 Epithelial to mesenchymal transition 10 0.00789
7 Oxidoreductase activity 9 0.00825
8 Dendrite 16 0.00864
9 Cell migration 94 0.00870
10 | Regulation of cell migration 28 0.00877
11 Vasculature development 55 0.00898
12 | Negative regulation of cellular biosynthetic process 29 0.00906
13 Angiogenesis 48 0.00917
14 | Positive regulation of protein amino acid phosphorylation 20 0.00936
15 Negative regulation of transcription factor activity 15 0.00969
16 Glycosphingolipid metabolic process 12 0.00969
17 | Gland development 13 0.00969
18 Endothelial cell migration 11 0.00977
19 Sphingolipid metabolic process 27 0.00978
20  |Regulation of protein amino acid phosphorylation 30 0.00979
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B) Términos GO enriquecidos entre los genes
regulados negativamente en los clones P2X7-WT

Orden Término GO Numero Valor P
De genes
1 Intermediate filament cytoskeleton 24 0.00053
2 Structural constituent of cytoskeleton 57 0.00093
3 Amino acid metabolic process 77 0.00118
4 Intermediate filament 24 0.00323
5 Integrator complex 13 0.00363
6 Oxidoreductase activity acting on the aldehyde 22 0.00531
Or oxo group of donors
7 Amino acid and derivative metabolic process 100 0.00578
8 Axon 12 0.00882
9 Metalloexopeptidase activity 12 0.00885
10 | Organic acid metabolic process 177 0.00894
11 Carboxylic acid metabolic process 175 0.00922
12 | Neuron projection 21 0.00923
13 | Protein tetramerization 14 0.00928
14 | Amine metabolic process 140 0.00938
15 [ Nitrogen compound metabolic process 153 0.00948
16 | Amino acid transmembrane transporter activity 29 0.00969
17 | Amino acid derivative biosynthetic process 10 0.00975
18 | Inositol or phosphatidylinositol phosphatase activity 12 0.00977
19 | Transferase activity transferring alkyl or aryl 30 0.00985
Other than methylgroups
20 | Thiolester hydrolase activity 16 0.00987

Tabla 6. Términos GO enriquecidos entre los genes diferencialmente expresados entre clones
P2X7-WT y HEK293 parentales. Se muestran los términos GO mas representados entre los genes del contraste
de clones P2X7-WT versus HEK293 parentales. (A) Términos GO de genes regulados positivamente en los
clones P2X7-WT y (B) Términos GO de los genes regulados negativamente en los clones P2X7-WT. Para cada
caso, se muestran los 20 términos GO con mayor valor estadistico, ordenados de acuerdo a valor estadistico
decreciente (Valor P).

Este agrupamiento de los datos permite ver cudles son las funciones biologicas que se
encuentran alteradas. Los términos GO mas enriquecidos incluyen entre otros a términos
relacionados con la funcidon neuronal y neurogénesis como el guiado de axones en su
polarizacion, la formacion de estructuras anatdmicas, migracion celular, dendritas, estructura
del citoesqueleto y axones, metabolismo de aminodcidos y neurotransmisores.

A continuacion se buscaron vias de sefializacion alteradas entre el grupo de clones

P2X7-WT y la linea parental HEK293. Para esto se empled la herramienta bioinformatica
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online GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). GSEA es un método computacional que
determina si un grupo definido de genes muestra diferencias estadisticamente significativas
entre 2 fenotipos. A su vez, se alimenta de una extensa base de datos, donde los genes se
agrupan en distintas categorias y forman grupos de genes, donde cada grupo representa una

via de sefializacion. En la Tabla 7 se muestran las vias de sefializacion alteradas.

A) Vias de seializacion enriquecidas entre los genes
regulados positivamente en los clones P2X7-WT

Orden Via de sefializacion Numero Valor P
De genes
1 Via del receptor de acido retinoico 26 0.00063
2 Via de degradacion de [-catenina 18 0.00114
3 Via del receptor de androgenos 52 0.00185
4 Via de supervivencia de células granulares 26 0.00217
5 Via de BMP 40 0.00275
6 Via de ATF2 59 0.004
7 Via de Presenilinal 45 0.00546
8 Via de Wnt 89 0.00572
9 Via candénica de NFkB 23 0.00621
10 Via de transcripcion de receptores nucleares 48 0.00644
11 Via de quinasa de adhesion focal 58 0.00651
12 Glucolisis 28 0.00714
13 Via de sefializacion de TGF(3 86 0.008
14 Via de sefializacion de prolactina 23 0.00879
15 Inactivacion de ERKs 12 0.00885
16 Via de EGFR 11 0.00921
17 Via de Cdk5 11 0.00937
18 Digestion de carbohidratos dietarios 11 0.00947
19 Sefializacion por Notch3 12 0.00972
20 Via de ErbB2 y ErbB3 43 0.00983
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B) Vias de sefalizacion enriquecidas entre los genes
Regulados negativamente en los clones P2X7-WT

Orden Via de sefializacion Nimero Valor P
De genes

1 Degradacion de Valina, Leucina e Isoleucina 44 0.00014
2 Catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada 17 0.00042
3 Metabolismo de butanoato 34 0.00421
4 [ ]-oxidacion mitocondrial de acidos grasos 13 0.00778
5 Via de reciclado de LICAM 27 0.00848
6 Ciclo de liberacion de neurotranmisores 34 0.0088
7 Metabolismo de Glicina, Serina y Treonina 31 0.00907
8 Metabolismo de Triptofano 40 0.0092
9 Biosintesis de aminoacil tRNA 41 0.00929
10 Metabolismo de Arginina y Prolina 54 0.00941
11 Degradacion de glicanos 15 0.00942
12 Via de Integrina 4 11 0.00965
13 Biosintesis de folato 11 0.00981
14 Sintesis procesiva de la cadena retrasada de ADN 15 0.00991
15 Metabolismo de Cisteina y Metionina 34 0.00995
16 Formacion del complejo de incision en el proceso de NER 23 0.00995
17 Metabolismo de aminoacidos y derivados 198 0.00997
18 Via de leptinas 11 0.01
19 Excision y reparado de nucleotidos a nivel genémico global 35 0.01
20 Procesamiento de ARNm 149 0.01

Tabla 7. Vias de seiializacion enriquecidas entre los genes diferencialmente expresados entre
clones P2X7-WT y HEK293 parentales. Se muestran las vias de sefializacion mas representados entre los
genes regulados positivamente (A) y entre los genes regulados negativamente (B) del contraste de clones P2X7-
WT versus HEK293 parentales. Para cada caso, se muestran las 20 vias de sefializaciéon con mayor valor
estadistico, ordenados de acuerdo a valor estadistico decreciente (Valor P).

Este agrupamiento de los datos permite ver cudles son las vias de sefializacion que se
encuentran alteradas. Entre las vias mdas enriquecidas en este andlisis se encuentran vias
relacionadas con mecanismos inflamatorios, desarrollo neuronal y metabolismo de
neurotransmisores.

De esta manera, se caracterizé el perfil transcripcional de P2X7-WT. Se concluye que
la activacion de los receptores P2X7 tiene profundas consecuencias en la regulacion de la
expresion génica, dando lugar al aumento y disminucion en los niveles de expresion de una
gran cantidad de genes. En consecuencia, se observa la alteracion de una variada cantidad de
funciones moleculares y vias de sefalizacion.

A continuacién se buscd qué genes tienen una expresion alterada debido a la pérdida

de funcién de las variantes de P2X7 en heterocigosis.

134




Fernando Aprile Garcia Resultados

9. Estudio del impacto de los receptores P2X7 heteroméricos a nivel transcripcional

Habiendo caracterizado el impacto transcripcional de P2X7-WT en células HEK293,
se procedié a realizar la comparacion entre los perfiles de expresion génica de los clones

HEK?293 P2X7-WT y los clones coexpresores HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg.

9.1. Andlisis bioinformadtico global

En primer lugar, se realiz6 un analisis bioinformatico descriptivo de las diferencias de
expresion génica a nivel global entre los clones HEK293 P2X7-WT y los clones HEK293
P2X7-WT/GIn460Arg. Para ello, se agruparon los datos de expresion para cada muestra en su
grupo correspondiente: P2X7-WT (grupo WT) y P2X7-WT/GIn460Arg (grupo combinado).
Con este agrupamiento se obtiene una matriz de niveles de expresion de cada grupo para cada
sonda empleada en el microarray. Como ya se podia ver en la Figura 30, existen diferencias
globales en los niveles de expresion génica que producen que ambos grupos resulten
claramente diferenciados.

Con el fin de caracterizar estas diferencias de expresion, y agrupar los datos de manera
biologicamente relevante, se procedid a realizar el andlisis de patrones de expresion con la
herramienta bioinformatica GSEA, de manera analoga a lo realizado en el estudio del perfil
transcripcional de P2X7 (Resultados 6.1).

En la Tabla 8 se muestra un resumen de los datos obtenidos mediante el andlisis de
GSEA. Como se puede observar, se encontr6 un gran numero de grupos de genes
diferencialmente expresados. Dada la gran cantidad de informacidon que este enfoque genero,
se procedio a inspeccionar visualmente los resultados obtenidos y se generd una seleccion ad-
hoc a partir de los datos completos. El criterio empleado fue detectar grupos de genes que por
sus caracteristicas pudieran estar potencialmente involucrados en mecanismos celulares de
inflamacién o asociados con enfermedades psiquiatricas, de manera de comprobar si los
perfiles diferenciales de expresion detectados en el microarray son coincidentes con grupos de
genes previamente asociados con dichos trastornos. En la Tabla 9 se detallan los grupos de

genes encontrados mediante este enfoque.

135



Fernando Aprile Garcia

Resultados

Base de datos empleada

Cantidad de grupos de genes
enriquecidos con P < 0,01

GSEA: Publicaciones
GSEA: Vias de sefializacion
GSEA: Motivos

600
129
402

Tabla 8. Resumen del analisis de GSEA para el contraste de clones P2X7-WT versus P2X7-

WT/GIn460Arg. Los datos de expresion de todos los genes para los clones P2X7-WT y los clones P2X7-
WT/GIn460Arg se ingresaron en la base de datos GSEA. GSEA agrupa los datos en grupos de genes. Los grupos
de genes se definen de distinta manera de acuerdo a la subdivision en cuestion, a saber: Publicaciones (un grupo
de genes estd definido por una publicacion que reportd esos genes agrupados en algun estudio de expresion);
Vias de seifializacion (los grupos de genes agrupan genes que forman parte de una misma via de sefializacion);
Motivos (los grupos de genes agrupan genes con secuencias consenso de pegado de alglin factor). Se muestra la
cantidad de grupos de genes en cada seccion el GSEA que resultéd enriquecido con un valor P <0,01.

A) GSEA: Grupos de genes reportados en publicaciones

Orden Publicacion Numero | Valor P
de genes
78 Seki: Respuesta inflamatoria a LPS 74 0.00069
102 | Zhang: Respuesta a inhibidor de IKK y TNF 210 0.00146
113 Phong: Blancos de TNF 61 0.00224
146 | Phong: Respuesta a TNF via p38 158 0.00434
149 Chemnitz: Respuesta a prostaglandina E2 134 0.00442
152 | Croonquist: Falta de IL-6 95 0.00448
159 Okumura: Respuesta inflamatoria a LPS 178 0.00526
245 Chuang: Respuesta a estrés oxidativo 27 0.00928
283 Kyng: Respuesta a estrés ambiental 56 0.00982
298 | Hinata: Blancos de NF«B en fibroblastos 83 0.00985
313 | Rhein: Terapia con glucocorticoides 73 0.00993
321 | Halmos: Blancos de CEBPa. 51 0.00996
337 | Phong: Respuesta completa a TNF via p38 67 0.00997
365 | Nemeth: Respuesta inflamatoria a LPS 87 0.01
398 | Tian: Sefalizacion de TNF via NFkB 28 0.01
433 Aston: Trastorno depresivo mayor 153 0.01
440 | Nemeth: Respuesta inflamatoria a LPS 31 0.01
480 | Zhou: Sefializacion por TNF 53 0.01
501 | Schoen: Sefializacion por NFxB 33 0.01
517 Gery: Blancos de CEBP 125 0.01
524 | Jain: Sefializacién por NFkB 73 0.01
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B) Vias de seializacion

Orden Via de seializacion Namero | Valor P
de genes
1 Via rio abajo de ERBBI 103 0.00002
3 Via de sefializacion de p53 67 0.00009
12 Via de AP1 69 0.00107
37 Via de NFAT3 54 0.00625
54 Via de ATF2 59 0.00864
60 Sefalizacion por ERKs 35 0.00918
65 Via de MAPK 86 0.00962
106 | Activacion de NFkB y MAPK mediada por sefializacién de TLR4 67 0.00998
111 Activacion del reactoma de la familia de factores de transcripcion de AP1 10 0.00999
C) Grupos de genes con sitios de respuesta a factores de transcripcion
Orden Factor de transcripcion Nimero | Valor P
de genes
30 AP1 260 0.00004
71 CREB 202 0.00006
205 NF«B 243 0.00293

Tabla 9. Seleccion de grupos de genes obtenidos por GSEA enriquecidos en el contraste de clones
P2X7-WT versus clones P2X7-WT/GIn460Arg. Se muestran los grupos de genes obtenidos por GSEA
relacionados con inflamacion y enfermedades psiquidtricas. (A) Los grupos de genes de GSEA representan
publicaciones depositadas en la base de datos. Se detalla el primer autor de la publicacion. (B) Los grupos de
genes de GSEA representan genes que conforman una via de sefializacion. (C) Los grupos de genes de GSEA
representan genes que comparten secuencias de pegado en su promotor para factores de transcripcion
especificos. Los grupos de genes se muestran ordenados de acuerdo al valor estadistico (Valor P). Orden:
Numero de orden en la lista original, previo al filtrado visual por relacion con inflamacion y depresion.

En esta tabla se puede ver que los perfiles diferenciales de expresion entre el grupo de
clones P2X7-WT y el grupo de clones P2X7-WT/GIn460Arg se asocian a situaciones de
inflamacién o de asociacidon con trastornos psiquiatricos. Por ejemplo, hay coincidencias con
publicaciones donde se reportan cambios en la expresion génica debido a respuestas
inflamatorias generales (LPS, prostaglandinas), mediadas por citoquinas inflamatorias (TNF,
Interferones, Interleuquinas), o bien mediadas por factores de transcripcion proinflamatorios
(NFxB, CREB, AP1 y ATF2). También hay coincidencias con publicaciones que estudiaron
especificamente cambios en la expresion génica por trastornos depresivos. En cuanto a las
vias de sefializacion alteradas, se detectaron vias de sefializacion inflamatorias: NFAT, AP1 y
NF«kB. También se detectaron vias de MAPK y de la familia de ERK, y la via de apoptosis de
p53. Por tultimo, se encontraron también grupos de genes con sitios consenso en Ssus
promotores para los factores de transcripcion inflamatorios AP1, CREB y NFkB.

De esta manera, se obtiene un panorama global de los efectos transcripcionales
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mediados por las distintas variantes de P2X7: se pudo detectar un enriquecimiento notable en
mecanismos relacionados con vias de sefializacion y factores de transcripcion inflamatorios,

asi como también coincidencias con estudios previos de asociacion con depresion.

9.2. Obtencion de genes candidatos

A continuacion se procedidé a refinar los datos obtenidos en el microarray para el
contraste entre el grupo de clones P2X7-WT y el grupo de clones P2X7-WT/GIn460Arg para
lo cual se volvid a aplicar el estricto criterio de corte empleado anteriormente: por alto valor
estadistico y un importante cambio en los niveles de expresion. De esta manera, solo se
consideran genes diferencialmente expresados a aquellos que tuvieron un cambio de 1,5 veces
en su expresion y un valor estadistico P<0,05. Asi, se encontrd6 que hay 53 genes
diferencialmente expresados entre los clones P2X7-WT y los clones P2X7-WT/GIn460Arg
(Figura 32 y Tabla 10).

En la Tabla 10 se puede ver la identidad de los genes diferencialmente expresados en
este contraste asi como también sus datos de expresion. En el Anexo 2 Tabla 2 se detalla para
cada gen su funcidon molecular y el proceso bioldgico en que se encuentra involucrado, de
acuerdo a los términos de la base de datos de Gene Ontology.

Se obtienen asi los genes con mayor diferencia de expresion entre los grupos P2X7-
WT y P2X7-WT/GIn460Arg. Entre estos, hay 2 genes muy interesantes en el contexto de
inflamacion y relacionados con P2X7: CHUK y RCANI. De acuerdo a lo expuesto en la
Introduccion de esta tesis, ambos son candidatos interesantes para ser estudiados en

profundidad.
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Figura 32. Diagrama de genes diferencialmente expresados entre los clones HEK293 P2X7-WT y
los clones P2X7-WT/GIn460Arg. Se obtuvieron los genes diferencialmente expresados entre estos grupos de
acuerdo al criterio de Fold Change > |1,5| con un valor estadistico P < 0,05. Los 53 genes asi obtenidos fueron
agrupados de acuerdo a similitud en sus perfiles de expresion en relacion a cada muestra analizada. Columnas:
muestras. Filas: genes. WT/460: Clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg. WT: Clones HEK293 P2X7-WT. Se
detalla el nimero de clon de cada muestra. Escala de colores: azul representa baja expresion y rojo representa
alta expresion.
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Orden | FC | ValorP Gen Gen
(simbolo) (definicion)
1 2.14 0.00004 OSTN osteocrin
2 1.96 0.00045 RRM2 Ribo
nucleotide reductase M2 polypeptide
3 1.81 0.00075 [PO7 Importin 7
4 -1.57 0.00135 MESP1 mesoderm posterior 1 homolog
5 -1.74 0.00135 HOXA6 homeobox A6
6 1.55 0.00135 ADIPOR1 adiponectin receptor 1
7 1.58 0.00146 YOD1 YODI1 OTU deubiquinating enzyme 1 homolog
8 1.57 0.00146 ITGB1BP1 integrin beta 1 binding protein 1
9 -1.50 0.00261 GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
10 -1.63 0.00280 RPS29 ribosomal protein S29
11 1.55 0.00280 BCOR BCL6 co-repressor
12 -1.60 0.00355 SNUPN Snurportin 1
13 1.56 0.00383 STX3 Syntaxin 3
14 -1.87 0.00383 MNS1 meiosis-specific nuclear structural 1
15 1.74 0.00396 GABRE gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, epsilon
16 1.55 0.00549 RGL1 ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 1
17 1.50 0.00671 SCMLI1 sex comb on midleg-like 1
18 1.51 0.00733 DDX3X DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked
19 -1.55 0.00733 ALGIL asparagine-linked glycosylation 1-like
20 1.52 0.00825 SMARCD3 SWI/SNF related, actin dependent regulator of chromatin, d3
21 -1.59 0.00826 CHUK conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
22 1.58 0.00861 FOXRED2 FAD-dependent oxidoreductase domain containing 2
23 -1.53 0.00903 CA12 carbonic anhydrase XII
24 -1.64 0.01019 SYNM synemin, intermediate filament protein
25 2.21 0.01019 TAF15 TAF15 RNA polymerase 11, (TBP)-associated factor
26 -1.66 0.01019 LOC728635 | PREDICTED: similar to peroxisomal alcohol dehydrogenase
27 -1.63 0.01019 BACE2 beta-site APP-cleaving enzyme 2
28 -1.58 0.01090 SERPINH1 serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), member 1
29 -1.79 0.01115 ALDHI1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
30 1.56 0.01130 IRS2 insulin receptor substrate 2
31 1.94 0.01137 AKRIC3 aldo-keto reductase family 1, member C3
32 -1.80 0.01336 ZNF503 zinc finger protein 503
33 -1.52 0.01336 IDH2 isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial
34 -1.57 0.01336 ALDHG6A1 aldehyde dehydrogenase 6 family, member Al
35 -2.02 0.01424 MLHI1 mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2
36 -1.77 0.01512 NRG1 Neuregulin 1
37 -1.58 0.01588 APBB3 amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, member 3
38 -1.51 0.01725 TMEMS5 transmembrane protein 5
39 1.64 0.01741 RCANI1 regulator of calcineurin 1
40 -3.39 0.01842 HLA-A major histocompatibility complex, class I, A
41 -1.74 0.01842 PAPSS2 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2
42 -1.51 0.01933 GPR137C G protein-coupled receptor 137C
43 -1.60 0.01982 ARID4B AT rich interactive domain 4B (RBP1-like)
44 -1.54 0.02001 LOC133993 | PREDICTED: hypothetical LOC133993
45 -1.60 0.02095 FBLNS Fibulin 5
46 -1.90 0.02501 ITPR3 inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3
47 -1.57 0.02821 SLC22A17 solute carrier family 22, member 17
48 1.74 0.02842 TRIB1 tribbles homolog 1
49 -2.11 0.03288 TRIB3 tribbles homolog 3
50 -1.99 0.03465 CXCL16 chemokine (C-X-C motif) ligand 16
51 1.55 0.03470 MGC61598 PREDICTED: similar to ankyrin-repeat protein Nrarp
52 -1.51 0.04101 AMHR2 anti-Mullerian hormone receptor, type 11
53 -2.05 0.04427 ZNF22 zinc finger protein 22
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Tabla 10. Genes con expresion diferencial entre clones P2X7-WT y clones P2X7-WT/GIn460Arg.
Se muestran los genes diferencialmente expresados en el contraste de clones P2X7-WT/GIn460Arg versus
clones P2X7-WT. Los genes estan ordenados de acuerdo a valor estadistico decreciente (Valor P). FC: (fold
change), veces de cambio en la expresion génica de clones P2X7-WT/GIn460Arg con respecto a clones P2X7-
WT.

9.3. Validacion del microarray

Los genes CHUK y RCANI resultan de sumo interés en el marco de procesos
inflamatorios y su relacion con P2X7, de modo que haber encontrado su expresion alterada
los convierte en potenciales candidatos para explicar la asociacion descripta entre la expresion
en heterocigosis de las variantes polimorficas de P2X7, los hallazgos en los animales
transgénicos y los desordenes psiquiatricos como depresion y trastorno bipolar. Resulta
necesario entonces confirmar que las diferencias en expresion génica detectadas mediante la
técnica de microarray son reales y reproducibles. Para ello, se empled la técnica
complementaria de RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), la cual estd aceptada

como parametro de validacion de datos de microarray (395).

9.3.1.  PCR cuantitativa sobre muestras del microarray

En primer lugar, se realizd RT-qPCR sobre las mismas muestras empleadas para la
lectura del microarray. Esto representa la confirmacion directa de que la lectura del
microarray fue correcta para el caso de CHUK y RCANI. Para estas reacciones y las
subsiguientes se selecciond un control de carga: RPL19. El mismo es de uso habitual en
reacciones de RT-qPCR y mostro perfiles de expresion muy parejos en todas las muestras
(ademas de que no surgid como diferencialmente modulado en los datos del microarray), de
manera que resulta adecuado su uso en este caso.

Se pudo reproducir la alteracion en los perfiles de expresion de CHUK y RCANI entre
los clones HEK293 P2X7-WT y los clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg: se detectd que
CHUK muestra una menor expresion en clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg (Figura 33A)
y una mayor expresion de RCANI en dichos clones (Figura 33B), tal como surgié del
analisis del microarray.

De esta manera, se confirm6 mediante RT-qPCR que CHUK y RCANI tienen un

perfil de expresion alterado en las muestras utilizadas para realizar el microarray.

141



Fernando Aprile Garcia Resultados

A B
RCAN1
3- *

@

T 21

z .
: : § =
u, Q -
.ﬂ 4 g $$$ .

T
P2X7-WT P2X7- WT | GIn460Arg P2X7-WT P2X7- WT / GIn460Arg

Figura 33. Niveles de expresion de CHUK y RCAN1 en muestras de clones HEK293 P2X7-WT y
HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg empleadas para el microarray. Se utiliz6 el mismo RNA de las muestras
medidas en el microarray, a partir del cual se obtuvo ADNc. Este molde se usé para reacciones de qPCR con
primers especificos para CHUK (A), y RCAN1 (B). La cuantificacion se realizd6 mediante el método de curva
estandar, y los datos se normalizaron a los niveles de expresion de RPL19. Las mediciones se realizaron por
duplicado, midiendo cada primer en la misma reaccion. Los valores representan la media £ ES de 5 clones en
cada grupo. *: P<0,05. Test t de Student.

10. Las variantes del receptor P2X7 tienen un efecto diferencial sobre la activacion

transcripcional de CHUK y RCAN1

10.1. Efectos de la activacion de las variantes de receptores P2X7 sobre la expresion de

CHUK y RCANI en clones estables HEK293

A continuacion, se estudio el efecto de la activacion de las distintas variantes de P2X7
sobre la expresion de estos genes.

Se vio que el tratamiento con BzZATP solamente aumenta la expresion de CHUK en
clones HEK293 P2X7-WT, pero no en clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg asi como
tampoco en la linea parental (Figura 34A). En el caso de RCANI, BzATP aument6 su
expresion en los clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg, pero no en los clones HEK293
P2X7-WT o en la linea parental (Figura 34B).
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Figura 34. Efectos de la activacion de las variantes de P2X7 sobre los niveles de expresion de
CHUK y RCANI. Las células fueron estimuladas con BZATP 50 uM durante 3h. Se extrajo RNA, a partir del
cual se obtuvo ADNc. Este molde se uso para reacciones de qPCR con primers especificos para CHUK (A), y
RCANI1 (B). La cuantificacion se realizo mediante el método de curva estandar, y los datos se normalizaron a los
niveles de expresion de RPL19. Los datos se relativizaron al basal de cada clon. Las mediciones se realizaron
por duplicado, midiendo cada primer en la misma reaccion. Los valores representan la media + ES de tres
experimentos con dos clones de cada variante. *: P<0,05. ANOVA de dos factores. Contraste a posteriori: Test de
Bonferroni.

Estos resultados van en el sentido de lo detectado en el microarray y posteriormente
validado por RT-qPCR: el aumento en la expresion de CHUK debido a la activacion de P2X7
en los clones expresores de P2X7-WT no se observa en los clones heterocigotas para las
variantes de P2X7. A su vez, la expresion aumentada de RCANI1 tras la activacion de P2X7
solamente se evidencia en los clones heterocigotas y no en los clones expresores de P2X7-
WT. Vale destacar que en las mediciones efectuadas en la linea parental HEK293 que no
expresa P2X7 endogeno no se detectaron modificaciones en los niveles de expresion de los

genes analizados debido al tratamiento con BzATP.

10.2. Efectos de la activacion de las variantes de receptores P2X7 sobre la expresion de

CHUK y RCANI en clones estables 1321N1

A continuacion se estudio si los patrones alterados de expresion génica de CHUK y
RCANI1 debido a la heterocigosis de las variantes de P2X7 se observan en el modelo de la
linea astrocitaria 1321N1, de manera de aproximar los hallazgos del microarray en un modelo
mas cercano a las situaciones de inflamacion en SNC. De este modo, se evalud la expresion
de estos genes en los clones 1321N1 sobreexpresores de P2X7-WT y en los clones
coexpresores de ambas variantes de P2X7. Se detectd que los niveles de expresion de CHUK

aumentan en funcion del tiempo de estimulo de P2X7 solamente en los clones 1321 P2X7-
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WT, mientras que en los clones coexpresores de ambas variantes de P2X7 no se detectaron
variaciones en dichos niveles (Figura 35A). Para el caso de RCANI ocurrié la situacion
contraria: solamente hubo aumento en los niveles de expresion para el caso de los clones

coexpresores (Figura 35B).
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Figura 35. Efectos de la activacion de las variantes de P2X7 sobre los niveles de expresion de
CHUK y RCANI en clones 1321. Las células fueron estimuladas con BzATP 50 pM durante los tiempos
indicados. Se extrajo RNA, a partir del cual se obtuvo ADNc. Este molde se usé para reacciones de qPCR con
primers especificos para CHUK (A), y RCAN1 (B). La cuantificacion se realizd6 mediante el método de curva
estandar, y los datos se normalizaron a los niveles de expresion de RPL19. Los datos se relativizaron al basal de
cada clon. Las mediciones se realizaron por duplicado, midiendo cada primer en la misma reaccion. Los valores
representan la media + ES de cuatro experimentos con dos clones de cada variante. *: P<0,05 y **: P<0,01.
ANOVA de dos factores. Contraste a posteriori: Test de Bonferroni.

De esta manera, se demuestra que la expresion génica de CHUK y RCAN1 también se
ve modulada diferencialmente por las distintas variantes de P2X7 en la linea celular

astrocitaria 1321N1.

10.3. Patron de expresion de CHUK y RCANI en cerebros de ratones humanizados para el
receptor P2X7 humano

A posteriori, se midieron los niveles de expresion de estos genes en muestras de ARN
de cerebro de los ratones transgénicos para las variantes de P2X7 humano.

Como se puede ver en la (Figura 36), los ratones heterocigotas para ambas variantes
de P2X7 humano presentan niveles de expresion de CHUK disminuidos y de RCANI
aumentados con respecto a los ratones homocigotas para cada variante de P2X7. Estas
observaciones concuerdan con lo observado a lo largo del analisis transcripcional de CHUK y

RCANTI en todos los modelos analizados: la coexpresion de P2X7-WT y de P2X7-GIn460Arg
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produce una disminucién en los niveles de expresion de CHUK y un aumento en los niveles

de expresion de RCANI.

Con estos hallazgos, se concluye que CHUK y RCAN tienen un perfil de expresion

génica regulado diferencialmente por las distintas variantes de P2X7, tanto en un modelo de

linea celular astrocitaria como en el modelo in vivo de cerebro de raton.
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Figura 36. Niveles de expresion de CHUK y RCAN1 en muestras de cerebro de ratones
transgénicos para las variantes humanas de P2X7. Se utiliz6 RNA extraido a partir de tejido de cerebros
enteros, a partir del cual se obtuvo ADNc. Este molde se usé para reacciones de qPCR con primers especificos
para CHUK (A), y RCANI1 (B). La cuantificacion se realizé mediante el método de curva estandar, y los datos se
normalizaron a los niveles de expresion de HPRT. Cada muestra se midié por triplicado. Cada punto representa
el valor obtenido para cada muestra, y para cada grupo se detalla la media £ ES. n = 8 ratones en cada grupo. **:
P<0,05. *: P<0,1. ANOVA de un factor. Contraste a posteriori: Test de Bonferroni.
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En este trabajo se demuestra que:
1.Las variantes P2X7-WT y P2X7-Gln460Arg tienen igual funcionalidad en cuanto a la
entrada de calcio y activacion de la MAPK ERK 1/2 cuando se expresan en

homocigosis.

2.La coexpresion de ambas variantes en la misma célula produce pérdida de funcion del

receptor.

3.El silenciamiento especifico de cada una de las variantes en células coexpresoras P2X7-

WT/GIn460Arg restaura la funcion del receptor.

4.Las variantes P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg interactian a nivel de la membrana

plasmatica en células coexpresoras.

5.PARPI1 interactia con BRaf en el contexto de la via de transduccion de seniales de

P2X7.

6.La activacion de P2X7 aumenta los niveles de parilacion celular mediados por PARP1,

que se ve disminuida en el caso de la coexpresion de P2X7-WT y P2X7-Gln460Arg.
7.La activacion de P2X7-WT genera profundos cambios en la transcripcion génica.

8. Existen diferencias entre el perfil transcripcional producido por activacion de P2X7-WT
y de P2X7-WT/GIn460Arg, las cuales involucran a vias de sefalizacion, factores de

transcripcion y grupos de genes asociados con inflamacion y depresion.

9.Existen genes candidatos diferencialmente expresados de acuerdo a la variante de P2X7
expresada que podrian explicar la asociacion de la variante polimoérfica P2X7-

GIn460Arg con depresion.

10. Los niveles de expresion del gen CHUK se ven aumentados luego de la activacion de

P2X7-WT, pero no luego de la activacion de P2X7-WT/GIn460Arg.

11. Los niveles de expresion del gen RCANI se ven aumentados luego de la activacion de

P2X7-WT/GIn460Arg, pero no luego de la activacion de P2X7-WT.
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1. La variante polimoérfica de P2X7 GIn460Arg y depresion

La depresion es un trastorno psiquidtrico con un alto impacto epidemioldgico. Dado
que los origenes de su fisiopatologia no han sido determinados con certeza hasta el momento,
han surgido distintas hipotesis relativas a sus causas, entre ellas la asociacion del trastorno con
fallas en los sistemas de transmision noradrenérgica, serotonérgica y glutamatérgica (18). Por
ejemplo, una transmision glutamatérgica excesiva podria estar afectando la estructura y
funcion neuronal (31). También se ha propuesto que las neurotrofinas como el BDNF podrian
tener un rol importante en esta enfermedad dado que son factores de supervivencia neuronal y
su disminucion esta relacionada con la aparicion de estos trastornos (40). Por otra parte, las
situaciones de estrés estan fuertemente involucradas en el origen y en el desarrollo de la
depresion, debido a la activacion cronica del eje HPA (3). Esto genera hipersecrecion de CRH
y de glucocorticoides, a la vez que se pierde el control por feedback negativo mediante
glucocorticoides, lo que produce la activacion constante de este eje neuroendocrino. De esta
manera, la hipersecrecion de CRH produce no solo alteraciones neuroenddcrinas sino también
cambios comportamentales que se asocian con el origen de la depresion (58). El estrés cronico
produce también hipercortisolemia, lo que origina cambios a nivel comportamental y
cognitivo. Por ltimo, también existen muchas evidencias que avalan la teoria segin la cual
un aumento de los niveles de citoquinas inflamatorias en el CNS produce estados depresivos
(84). Estas citoquinas tienen efectos a nivel central, con consecuencias sobre la plasticidad
neuronal y el metabolismo de neurotransmisores. Pero el efecto méas determinante radica en la
activacion sostenida del eje HPA, con consecuencias funcionales similares a las descriptas con
anterioridad. Como se puede ver, existen distintos mecanismos a nivel del SNC que al estar
alterados podrian convertirse en factores precipitantes en la etiologia de la depresion.

Existen amplias evidencias acerca de que la vulnerabilidad individual a sufrir la
enfermedad no solamente esta determinada genéticamente sino que también estd altamente
ligada a factores ambientales como el estrés (396). El estrés sostenido o cronico y una mala
respuesta a esta situacion en combinacidon con una predisposicion genética serian capaces de
desencadenar la aparicion de estos trastornos psiquidtricos (3). Asi, los desdérdenes del
comportamiento son considerados a menudo como trastornos relacionados al estrés. En este
sentido, las hipotesis que identifican a la activacion sostenida del eje HPA como
desencadenante de la depresion cobran especial importancia, sobre todo en individuos

predispuestos genéticamente incapaces de montar una adecuada respuesta frente a situaciones
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de estrés cronico.

Dado el fuerte componente genético que parece tener la depresion (127, 128), la
identificacion de genes de susceptibilidad es un campo amplio de investigacion, con varios
resultados alentadores en cuanto a la determinacion de genes alterados que puedan estar
involucrados en las diversas hipotesis del origen de la depresion. Es en este punto donde el
gen P2RX7 entra en escena como un nuevo candidato a ser considerado en relacion a
enfermedades psiquiatricas como MDD y BPD. Este gen ha sido identificado como asociado
a estos trastornos repetidamente en distintos estudios genéticos de los tltimos afios (140-142).
Hasta el momento se han identificado cerca de 20 SNPs en la secuencia codificante de
P2RX7. Algunos de estos polimorfismos producen ganancia o pérdida de funcién o no se les
ha asignado ninguna funcién alterada hasta el momento. En particular, se ha descripto que el
polimorfismo GIn460Arg no produce cambios en la funcion del canal (339, 340). Este
polimorfismo en particular ha sido fuertemente caracterizado en funcidon de su asociacién con
desérdenes psiquiatricos. Mientras que varios de estos estudios reportaron asociaciones
significativas de este SNP con BPD y MDD (142, 351-357), otros fallaron en reproducir estos
resultados (358-361). Para unificar todos los datos existentes hasta el momento y definir la
significancia de esta asociacion se realizdO un meta analisis. Los resultados del mismo
favorecen un modelo de desventaja heterocigota para la asociacion entre el SNP Gln460Arg
de P2X7 con MDD y BPD. Esto quiere decir que la maxima correlacion entre este
polimorfismo y la enfermedad se obtiene en pacientes heterocigotas para el polimorfismo (es
decir que poseen un alelo wild-type y un alelo polimoérfico). Este resultado concuerda con un
estudio previo que reportd que los portadores heterocigotas del polimorfismo estdn sobre
representados entre los pacientes con depresion (352), lo que sugiere que el genotipo
heterocigota en particular podria predisponer a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad.

Se propone entonces una nueva hipdtesis como una de las causas de este trastorno y
se establece por primera vez un vinculo entre el receptor P2X7 (y por consiguiente al ATP
como neurotransmisor) y un desorden psiquiatrico.

Por lo tanto, estudiar cudles son las modificaciones que produce la presencia del
polimorfismo GIn460Arg de P2X7 en la funcionalidad de este canal resulta de vital
importancia para la comprension de la fisiopatologia de la enfermedad y el probable
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la depresion. En este
sentido, en este trabajo se estudiaron las vias de sefializacion e inflamatorias del canal P2X7 y

su variante polimorfica GIn460Arg en células del sistema nervioso central.
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2. Funcion de las variantes P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg

En un estudio previo realizado durante la tesina de licenciatura, se estudid la
funcionalidad de P2X7-WT y Ila variante polimorfica P2X7-GIn460Arg. Clones
sobreexpresores de P2X7-WT o de P2X7-GIn460Arg mostraron la misma activacion frente al
estimulo con BzATP, analogo del ATP -el ligando endogeno de P2X7- en ensayos de medicioén
de ingreso de calcio intracelular y activacion de la MAPK ERK 1/2. Estos resultados
concuerdan con los dos trabajos publicados hasta el momento que evaluaron la actividad de la
variante GIn460Arg de P2X7 (339, 340). En estos estudios se analizan linfocitos humanos con
las variantes WT y GIn460Arg de P2X7 y células HEK293 transfectadas establemente con
dichas variantes. Todas las células utilizadas expresaban alguna variante de P2X7 en
homocigosis. Mediante ensayos similares a los del presente trabajo los autores concluyen que
P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg tienen la misma funcionalidad.

En la busqueda de diferencias entre ambas variantes del receptor, y teniendo en cuenta
que el fenotipo asociado de depresion se presenta con mayor incidencia en sujetos que poseen
en heterocigosis el polimorfismo de P2X7, se estudid la funcionalidad del receptor en células
coexpresoras de ambas variantes del mismo. Para ello se utilizo6 un clon HEK293
sobreexpresor de P2X7-WT y se lo sometid a una nueva ronda de transfeccion con el transgén
P2X7-GIn460Arg. Los clones coexpresores de ambas variantes obtenidos de esta manera
fueron analizados en cuanto a su activacion por BzATP y se encontré que todos los clones
coexpresores estudiados mostraban una marcada disminucion en el aumento del calcio
intracelular y en la fosforilacion de ERK 1/2 con respecto a los clones expresores de una
unica variante.

Habiendo descripto que la mutacion GIn460Arg de P2X7 disminuye la actividad del
canal solamente cuando es coexpresado con la variante P2X7-WT, se estudio este fendmeno
en células de la glia. En este sentido, cabe destacar que las células gliales son muy
importantes en el SNC dado que cumplen una gran variedad de funciones estructurales y
funcionales. Como ya se mencion6 en la introduccidn, la glia interactiia constantemente con
las neuronas participando en el metabolismo cerebral, la transmision sinaptica y la
comunicacion entre neuronas (110). De esta manera, cada vez mas se describe a la glia como
involucrada en la neuropatologia de desdrdenes neurolodgicos y psiquiatricos (111). En
particular, es importante recordar que los astrocitos cumplen un rol en los procesos

inflamatorios y neurodegenerativos, siendo a la vez fuente y blanco de varias citoquinas
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inflamatorias (114). Dado el importante componente inflamatorio y de respuesta al estrés que
tiene la depresion y el hecho de que P2X7 es un modulador de la respuesta inflamatoria a
nivel del SNC, resulta interesante estudiar la funcionalidad de las variantes de P2X7 en
astrocitos.

Se usd entonces una linea celular proveniente de astrocitos humanos; la misma expresa
P2X7 de manera enddgena y responde a BzATP en los ensayos de calcio y fosforilacion de
ERK 1/2 realizados. La transfeccion estable de la misma variante P2X7-WT no muestra
cambios notorios en la activacion del receptor con respecto a la linea parental, pero la
transfeccion estable de P2X7-Gln460Arg hace que la respuesta al estimulo de BZATP sea casi
nula. De este modo, se vuelve a observar que la mutacion puntual de P2X7 produce una
disminucién en la funcioén del canal so6lo en un contexto de coexpresion con el alelo normal,
en este caso en un modelo de expresion enddgena en astrocitos. Por lo tanto, se concluye que
la mutacion puntual de P2X7 tiene efectos sobre la apertura del canal y el consiguiente
ingreso de calcio al espacio intracelular, y también influye en la activaciéon de al menos una
via de sefializacion intracelular ligada a los efectos de la activacion de P2X7. Esta
disminucién en la activacion de ERK 1/2 pareceria estar relacionada directamente con el
menor influjo de calcio en células coexpresoras de ambas variantes de P2X7, dado que se ha
descripto que la fosforilacion de ERK 1/2 mediada por P2X7 es dependiente de la entrada de
calcio. El aumento del calcio intracelular promueve la activacion de proteinas adaptadoras por
fosforilacion de residuos tirosina especificos que llevan en tltima instancia a la activacion de
la cascada de la proteina Ras, que finalmente activa a ERK 1/2 (208).

El ensayo que evidencia de manera definitiva que efectivamente es la coexpresion de
ambas variantes de P2X7 lo que produce una pérdida en la funcion del canal son los
experimentos de silenciamiento especifico de cada una de las variantes en células
coexpresoras. Dada la respuesta disminuida de entrada de calcio y fosforilacion de ERK 1/2
en estos clones coexpresores, cuando se silencid especificamente a P2X7-WT o a P2X7-
GIn460Arg (de manera que el clon termine expresando una Unica variante) se recuper? la alta
funcionalidad observada en los clones expresores de una Unica variante. En conclusion, dado
que al silenciar alguna de las variantes en los clones coexpresores estos se comportan
funcionalmente como los clones expresores de una unica variante, se verifica que es la

coexpresion de ambas variantes de P2X7 lo que produce una pérdida de funcion del receptor.
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3. Interaccion entre las subunidades P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg en receptores P2X7

Teniendo en cuenta que los receptores P2X7 se ensamblan a modo de trimeros (el gen
P2RX7 codifica para una subunidad que se asocia con otras dos de modo de conformar el
trimero P2X7) (163), es valido suponer que la pérdida de funcion observada en clones
coexpresores de P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg se produzca debido a la presencia de trimeros
de P2X7 conformados por ambas variantes. De acuerdo a los resultados obtenidos, los
trimeros de P2X7 conformados exclusivamente por variantes P2X7-WT (en el caso de clones
sobreexpresores de P2X7-WT) o conformados exclusivamente por variantes P2X7-
GIn460Arg (en el caso de clones sobreexpresores de P2X7-GIn460Arg) tienen la misma
funcionalidad. En cambio, en los clones coexpresores de ambas variantes, la pérdida de
funcion podria deberse a trimeros conformados por una mezcla de variantes P2X7-WT con
P2X7-GIn460Arg donde dicha mezcla de variantes produzca de alguna manera la pérdida de
funcion.

Para comprobar esta hipdtesis se verificd si existe interaccion entre ambas
subunidades. Un resultado positivo significaria que ambas variantes interactian como
subunidades del mismo trimero. Esto se llevd a cabo mediante 2 enfoques complementarios:
ensayos de Co-IP y medicion de sefiales de FRET. En ambos casos se detectd interaccion
entre las variantes P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg. Los ensayos de Co-IP se realizaron en
clones coexpresores de ambas variantes, cada una fusionada a etiquetas distintas para
diferenciarlas con anticuerpos especificos durante la inmunoprecipitacion y posterior WB. El
agregado de las distintas etiquetas o proteinas fluorescentes en ningun caso modifico la
funcionalidad de los receptores. Es interesante destacar que los extractos proteicos para estos
experimentos se obtuvieron a partir de fracciones de membrana celular tratadas con alta
concentracion de detergente i6nico. Esto fue necesario para asegurar la correcta extraccion de
las proteinas integrales embebidas en la membrana como es el caso de los receptores P2X7. El
hecho de poder detectar la interaccion entre las subunidades atn bajo estas condiciones
permite suponer que dicha interaccion en la membrana es fuerte, como seria en el caso de que
ambas subunidades formen parte del mismo trimero. En cuanto a los ensayos de FRET,
también se obtuvieron resultados que demuestran interaccion entre ambas variantes. Las
mediciones de FRET se llevaron a cabo en células vivas transfectadas con ambas variantes de
P2X7, cada una fusionada a una proteina fluorescente adecuada para realizar estas

mediciones. A continuacion se realizé la correspondiente cuantificacion de senal de FRET
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evaluando solamente la superficie de la membrana plasmatica. De esta manera el disefio de
este experimento permite corroborar la interaccion entre P2X7-WT y P2X7-Gln460Arg en
receptores P2X7 ensamblados correctamente en la membrana plasmatica de células vivas. Se
concluye entonces que en células coexpresoras de P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg se produce
la interaccion entre ambas variantes dando lugar a trimeros de P2X7 conformados por ambas
subunidades. Son estos trimeros heteroméricos compuestos por P2X7-WT y P2X7-
GIn460Arg los que presentan una menor funcionalidad con respecto a los receptores P2X7

homotriméricos compuestos exclusivamente por una de estas variantes.

4. Estructura y funcion de los receptores P2X7 heteroméricos

No queda claro el mecanismo estructural por el cual el polimorfismo GIn460Arg
puede estar alterando la conformacion del trimero de P2X7 compuesto por ambas variantes de
modo de producir una pérdida de funcién en el receptor. Es valido suponer que este
polimorfismo que produce el cambio de un residuo glutamina por un residuo arginina, podria
estar modificando la estructura terciaria del canal por cambios en la interaccién entre los
residuos de la proteina.

Evidencias funcionales y bioquimicas indican que diferentes miembros de la familia
de receptores P2X forman heteromeros (397). La composicion de las subunidades de estos
heteromeros tiene efectos en su funcionalidad. Los receptores heteroméricos muestran
distintas respuestas farmacoldgicas en comparacion con los correspondientes receptores
homoméricos. Se ha visto que P2X7 forma Uinicamente trimeros homomeéricos (198). El hecho
de que los receptores P2X heteroméricos presenten diferentes propiedades farmacoldgicas
permite suponer que las variantes P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg forman receptores
heteroméricos con diferentes propiedades al asociarse entre si, con las caracteristicas de
menor funcionalidad que se demostraron en este trabajo. En este sentido ha habido reportes
que muestran alteraciones en la funcion de receptores P2X7 debido a asociacion heteromérica
con variantes distintas a la normal. El primer reporte consistié en la descripcion de la
existencia de una variante truncada de P2X7, que no tiene funcion cuando es la inica variante
que se expresa, pero es capaz de interactuar y heterooligomerizar con P2X7-WT
(conformando asi trimeros heteroméricos) lo que anula la actividad de P2X7 (398). De

manera similar, existen variantes truncadas de P2X7 que no poseen gran parte del extremo
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carboxilo terminal que se expresan incluso en ratones knock out para P2X7. Estas variantes
truncadas escaparon a la inactivacion perseguida por la estrategia del knock out y por si
mismas tienen cierto grado de funcionalidad (240). Sin embargo, en estudios posteriores se
vio que cumplen la funcion de dominante negativo en presencia de la variante normal de
P2X7, disminuyendo sus niveles de activacion (399). De manera similar se han descripto
variantes de P2X7 con mutaciones en el dominio extracelular (P2X7R-Trp,Cysl67-
168Ala,Ala y P2X7R-Cys168Ala), que anulan selectivamente la funcion de P2X7 a modo de
dominante negativo cuando son coexpresadas con P2X7-WT (400).

Los ensayos de Co-IP y FRET que se presentan en este trabajo avalan el concepto
segun el cual el polimorfismo GIn460Arg no impide la formacion de heterotrimeros de P2X7,
dado que se detecto la interaccidon entre las variantes en canales ubicados en la membrana
celular. Esto resulta esperable dado que si es posible que existan heteromeros entre P2X7-WT
y variantes con algunas mutaciones e incluso con variantes truncadas como se acaba de
describir, es 16gico suponer que existan heterémeros entre P2X7-WT y P2X7-GIn460Arg que
unicamente difiere en un aminoacido. Esto concuerda con la observacion que muestra que la
asociacion de subunidades en trimeros (sean a modo de homdmero o heterdémero con distintas
variantes) depende de los residuos de cisteina localizados en el loop extracelular de las
subunidades de P2X7, los que forman puentes disulfuro entre las subunidades, estabilizando
dicho trimero (401).

El polimorfismo Gln460Arg impacta no solo a nivel de entrada de calcio sino también
sobre la transduccion de sefiales de P2X7 luego de su activacion. Esto podria estar
relacionado con el hecho de que el dominio carboxilo terminal de P2X7 donde se ubica este
polimorfismo es un dominio al cual se unen varios componentes de sefializacion intracelular
(402). Estos sitios de union podrian verse alterados en su conformacion espacial debido a la
presencia del polimorfismo en alguna de las subunidades del trimero, con consecuencias
negativas para la activacion de las correspondientes vias de sefializacion. Estudios de
secuencias demostraron que en el extremo carboxilo terminal de P2X7 (mas precisamente en
las posiciones 441-460) existe un motivo de union de proteinas de tipo SH3 (del inglés, Src
homology 3 protein binding motif) (403). Esta reportado que sobre este motivo se une una
tirosina quinasa con motivo SH3 (tirosina quinasa Src) y que esta misma quinasa esta
involucrada en la activacion de ERK 1/2 luego de la activacion de P2X7 (208). De este modo,
dado que el motivo SH3 incluye a la posicion 460, la heterooligomerizacion entre P2X7-WT

y P2X7-GIn460Arg podria estar alterando la conformacion de este dominio a nivel del trimero

155



Fernando Aprile Garcia Discusién

de P2X7, afectando en consecuencia las interacciones entre el receptor y los elementos de
sefializacidon como la quinasa mencionada, produciéndose entonces una transduccion
defectuosa de la sefial.

Para confirmar estas hipotesis se deberian llevar a cabo estudios estructurales
detallados. Hasta el momento, no se ha podido obtener la cristalografia de rayos X del
receptor P2X7. La herramienta mas similar con la que se cuenta es la estructura cristalina del
receptor P2X4 de pez cebra (Zebrafish), tanto en su conformacion cerrada como abierta con
ATP unido (404, 405). Esto ha representado un avance muy importante en el campo de
estudio de los receptores purinérgicos, dado que permitié obtener una gran cantidad de datos
estructurales que expliquen las observaciones funcionales realizadas hasta el momento.
Teniendo en cuenta que los receptores P2X4 comparten una alta homologia de secuencia con
el resto de los integrantes de la familia de P2X, se han podido extrapolar los datos a las otras
subunidades de la familia. Asi, se han obtenido avances en cuanto a la descripcion del sitio de
union del ATP, del mecanismo de apertura del canal y del canal i6nico en si mismo (406). Sin
embargo, no existen datos que se puedan extrapolar en el caso del dominio carboxilo terminal
de P2X7. P2X7 es el unico de su familia que posee este largo dominio (mayor a 200
aminoacidos), de manera que la estructura de rayos X de P2X4 no aporta datos significativos
en este sentido. El unico enfoque serio para caracterizar la estructura de este dominio Unico de
P2X7 es mediante la obtencion de su estructura (403). Solamente con esta herramienta sera
posible, en un paso posterior, modelar las posibles alteraciones que el polimorfismo
GIn460Arg pueda estar generando sobre la estructura tridimensional del trimero. De esta
manera seria posible entender las estructuras que producen a nivel funcional las alteraciones

debido a la formacion de heteromeros de P2X7 entre las variantes WT y Gln460Arg.

5. Estudios in vivo de las variantes de P2X7 y su correlato con trastornos del

comportamiento

Dada la asociacion descripta entre la variante polimodrfica Gln460Arg y trastornos
psiquiatricos como MDD y BPD (sobre todo en heterocigosis con P2X7-WT de acuerdo a
Lucae et al., 2006 (352) y el meta analisis realizado), es necesario estudiar las consecuencias
funcionales producidas por el heteromero de P2X7 en el marco de mecanismos que puedan

estar relacionados con estas enfermedades. Para el caso de los pacientes con depresion en los
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que la variante mutada se expresa en heterocigosis junto con P2X7-WT, el receptor seria
probablemente un heterotrimero conformado por subunidades WT y GIn460Arg. Asi, la
interaccion entre estas dos variantes a nivel del complejo del receptor podria estar afectando
tanto la actividad de canal i6nico como la posterior transduccion de sefiales intracelulares. Es
necesario entonces caracterizar sus consecuencias funcionales, de modo de aproximar una
explicacion para la asociacion con depresion.

La relevancia de P2X7 en relacion a los desérdenes del comportamiento ha sido
estudiada previamente en distintas lineas de ratones knock out para P2X7, con resultados
confusos y en ciertas ocasiones contradictorios. (240, 407). En un estudio se describié que
ratones knock out para P2X7 tienen un fenotipo similar a ratones tratados con antidepresivos
en lo que a parametros comportamentales se refiere. De cualquier manera, los autores de este
trabajo aceptan que este fenotipo podria ser la consecuencia de mecanismos neurales
compensatorios durante el desarrollo que podrian estar enmascarando el rol funcional original
del gen anulado (407). A su vez, otra linea de ratones knock out para P2X7 (obtenidos
mediante una estrategia diferente) produjo resultados aparentemente opuestos, dado que las
hembras de estos ratones no mostraban el comportamiento antidepresivo previamente
reportado y exhibian ademas una respuesta adaptativa disminuida frente al estrés y también un
aumento en el comportamiento relacionado con ansiedad, ambos pardmetros ligados a
comportamientos depresivos (408). En otro estudio se analizaron solamente machos de esta
ultima linea knock out para P2X7 y se obtuvieron resultados similares (409). De cualquier
manera estos resultados deben evaluarse con precaucion dado que se observd que estos
ratones knock out expresan una variante truncada de P2X7 que es funcional (399, 410).
Resumiendo, la suma de estos hallazgos apoya el rol de P2X7 en los trastornos del
comportamiento, pero no son suficientes para establecer las causas subyacentes.

En este sentido, los resultados obtenidos por nuestro grupo colaborador del MPI de
Munich, Alemania en ratones humanizados para las distintas variantes del receptor P2X7
humano resultan de gran interés. Estos resultados constituyen la primera descripcion en un
modelo in vivo de las consecuencias funcionales de los receptores P2X7 heteroméricos. Los
ratones homocigotas tanto para P2X7-WT como para P2X7-GIn460Arg tuvieron resultados
similares en todos los estudios comportamentales realizados. Sin embargo, los ratones
heterocigotas que coexpresan ambas variantes de P2X7 mostraron pardmetros alterados en
linea con un fenotipo que comparte caracteristicas con los trastornos psiquidtricos en

humanos, como se describe a continuacion.
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Los trastornos del suefio son uno de los sintomas mas comunes de los trastornos
afectivos. Las alteraciones en los electroencefalogramas (EEG) son un importante predictor
de episodios depresivos a punto de ocurrir, y en general preceden a la manifestacion completa
de la enfermedad. En este sentido, los ratones homocigotas mostraron un comportamiento
normal en cuanto a todos los parametros del suefio analizados, mientras que los ratones
heterocigotas demostraron tener una arquitectura del suefio alterada, evidenciada por pérdida
de sueno profundo, suefio fragmentado y alteraciones en el EEG. Estas caracteristicas se
detectan habitualmente en pacientes con trastornos afectivos. Con el fin de comprobar si la
heterocigosis de P2X7 predispone al desarrollo de la enfermedad, se someti6 a los ratones a
un protocolo de estrés cronico, repetidamente validado como modelo de depresion en ratones
(386, 387). El estrés cronico tiene un gran impacto en los ratones, tanto a nivel
comportamental como fisiologico. Este hecho se manifestd en todos los genotipos de los
ratones, los que mostraron cambios comportamentales y activacion sostenida del eje HPA. Sin
embargo, solamente los ratones heterocigotas exhibieron un comportamiento de elevada
ansiedad debido al estrés en comparacion con ratones no sometidos al protocolo de estrés
cronico. Ademas, solamente los ratones heterocigotas mostraron déficit en el comportamiento
social y signos de anhedonia. Por ultimo, resulta interesante observar que los ratones
heterocigotas hayan tenido un aumento muy notorio en los niveles de corticosterona
circulante luego del protocolo de estrés cronico. Este hallazgo se correlaciona con la
observacion de que en pacientes con depresion existe una alteracion en el eje HPA, con
niveles elevados de CRH y glucocorticoides (3).

En su conjunto, estos resultados indican que solamente los ratones heterocigotas para
ambas variantes de P2X7 humano presentan una elevada sensibilidad al estrés y muestran

sintomas comportamentales relacionados con depresion.

6. Mecanismos involucrados en la activacion de las distintas variantes de receptores

P2X7

La pérdida de funcion de los receptores P2X7 heteroméricos y el fenotipo observado
en los ratones expresores de estas variantes humanas hace suponer que la presencia en
heterocigosis de la variante polimoérfica GIn460Arg tiene efectos funcionales a nivel celular

que estan relacionados en ultima instancia con la aparicion de trastornos psiquiatricos. Con el
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objetivo de encontrar cuales son los mecanismos moleculares que explican este fendémeno se
procedid a buscar nuevos blancos involucrados en la sefializacion mediada por P2X7 que se
encuentren alterados de alguna manera por la presencia de la variante polimorfica P2X7-
GIn460Arg. Con este objetivo, se emplearon dos enfoques complementarios: por un lado, la
busqueda de proteinas involucradas en los mecanismos de sefializacion de P2X7 no descriptas
como tales hasta el momento y por el otro, la bisqueda de genes con niveles de expresion
génica alterados debido a la activacion de las distintas variantes de P2X7.

Para el primer enfoque se empled la técnica de protedmica, que permite mediante
espectrometria de masa identificar proteinas, en este caso asociadas a los elementos de
sefnalizacion de P2X7; mientras que para la deteccion de genes con expresion alterada se
utilizo la técnica de microarray de expresion, que permite cuantificar los niveles de expresion
de todos los genes en distintas condiciones, en este caso comparando células expresoras de las

distintas variantes de P2X7.

7. PARP1 como mediador de los efectos de P2X7

La técnica de protedmica permitio identificar a PARP1 asociado a BRaf en células del
SNC. Se decidi¢6 realizar protedmica sobre proteinas asociadas a BRaf dado que se sabe que
esta quinasa es abundante en SNC y en general sirve de anclaje a muchas otras proteinas. Es
habitual que BRaf forme parte de complejos multiproteicos los cuales a su vez modulan la
sefalizacion en la que BRaf participa (58, 392, 393). Ademas, se pudo ver que BRaf forma
parte de los mecanismos de sefializacion de P2X7 (la activacion del receptor produjo su
fosforilacion dependiente del tiempo), de manera que resulta un candidato interesante para
estudiar cudles son las proteinas que se encuentran asociadas al mismo. Hasta el momento no
se ha descripto a PARP1 relacionado con P2X7, mucho menos en asociacion con BRaf. Dado
que PARPI tiene un rol importante en los mecanismos de respuesta celular a inflamacion, en
particular en la respuesta inflamatoria frente al estrés en el SNC, es un candidato interesante a
ser estudiado en relaciéon a P2X7 en el contexto de inflamacion, estrés y depresion. Surge
entonces la hipodtesis de que PARP1 puede estar participando de los efectos mediados por
P2X7.

La principal funcion de PARP1 es la de agregar residuos de PAR a proteinas blanco, es

decir que es una enzima clave en la modificacion postraduccional conocida como parilacion.
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En consonancia con esto, es interesante observar que la activacion de P2X7 produce un
aumento en los niveles celulares de parilacion, y que dicho aumento es mediado por PARPI.
Este hallazgo valida y refuerza el concepto de que PARP1 forma parte de los mecanismos de
sefalizacion de P2X7. De esta manera, la activacion de los receptores P2X7 abre una puerta a
toda una nueva serie de efectos que PARP1 podria estar mediando debido al aumento en la
parilacion proteica. Los resultados que se muestran en este trabajo son el puntapié inicial en
esta linea de investigacion, dado que evidencian que tras la activacion de P2X7 PARPI1 se
vuelve activo enzimaticamente y aumentan los niveles de parilacion celular. Seria necesario
describir a continuacion cuéles son las consecuencias funcionales de este fenomeno. El
numero de proteinas que se describen como blanco de parilacion por PARP1 estd en constante
aumento. Se ha demostrado que PARP1 modifica histonas, factores de transcripcion, enzimas
y proteinas estructurales del nucleo. Por ejemplo, mediante la parilacion de histonas se regula
la estructura de la cromatina (292). También se demostré que PARP1 parila y altera la funcion
de varios factores de transcripcion, incluyendo a AP-1, NFkB, CTCF y YY1 (294). Seria
interesante examinar si alguna de estas proteinas es blanco de parilacion de PARPI tras su
activacion por P2X7. Otro enfoque a mayor escala seria el de realizar una protedomica de
proteinas pariladas luego de la activacion de P2X7, con el fin de caracterizar cuéles son las
proteinas que se parilan debido a la activacion de P2X7. El avance en alguno de estos sentidos
profundizaria los conocimientos acerca de la relacion entre P2X7 y PARP1, sobre todo en el
contexto de inflamacion y depresion.

Por otra parte, se ha visto en distintos modelos experimentales que PARP1 participa en
la regulacion de la expresion génica, dado que la modula a distintos niveles en condiciones
basales, o en respuesta a sefiales activadoras como estrés celular (294-296). En particular, en
el SNC PARPI1 regula la actividad de factores de transcripcion fundamentales en los procesos
de inflamacion como NFkB y AP-1, de manera que influye sobre los niveles de transcripcion
de mediadores inflamatorios como IL-6, IL1-B, TNFa, COX-2 e iNOS (313, 316). Seria
interesante explorar si alguno de estos efectos de PARP1 a nivel transcripcional es producido
también por activacion de P2X7.

Por ultimo, el hallazgo que muestra que el aumento de la parilaciéon mediado por P2X7
se ve notoriamente disminuido en células coexpresoras de ambas variantes de P2X7-WT y
P2X7-GIn460Arg resulta muy interesante dado que permite suponer que una menor
activacion de PARP en las células coexpresoras podria tener algin rol en los mecanismos

mediados por P2X7 en relacion a la aparicion de trastornos psiquiatricos.
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En conclusion, los hallazgos obtenidos en esta tesis en relacion a PARP1 lo identifican
como participe de la via de transduccion de sefiales de P2X7, a la vez que sugieren por
primera vez a P2X7 como un activador de la actividad de PARPI1. Esto podria tener
consecuencias funcionales interesantes en el marco de los mecanismos de respuesta a
inflamacién en el SNC desencadenados por P2X7 asi como también podria indicar la
existencia de un rol de PARP1 en la asociacion de la variante polimérfica GInd60Arg de

P2X7 con trastornos psiquiatricos.

8. Perfil transcripcional de P2X7

El segundo enfoque empleado con el objetivo de encontrar cudles son los mecanismos
moleculares que explican la asociacion entre la variante GIn460Arg de P2X7 y los trastornos
psiquiatricos, fue buscar genes con niveles de expresion génica alterados debido a la
activacion de las distintas variantes de P2X7. Para esto se realiz6 un microarray de expresion.
Como se explico en la Introduccion, estd documentado que la activacion de los receptores
P2X7 produce la modulacién de la transcripcion de variados genes en distintos modelos
celulares (248). Sin embargo, hasta el momento no se ha realizado ningiin analisis a gran
escala que evalte directamente las consecuencias a nivel de la expresion génica que produce
la activacion del receptor P2X7, y mucho menos se han estudiado las posibles diferencias en
la transcripcion de genes mediada por las distintas variantes de P2X7. De esta manera, si bien
el objetivo final de la realizacion del microarray fue comparar los perfiles de expresion génica
de P2X7-WT y P2X7-WT/GIn460Arg, se estudid primero la activacion de P2X7-WT en si
misma. Se compararon los perfiles de expresion resultantes de aplicar BZATP en la linea
celular HEK293 que no expresa P2X7 enddgeno (y que como se demostro no presenta entrada
de calcio o activacion de ERK 1/2 con BzATP) y en clones HEK293 P2X7-WT. Este analisis
dio como resultado el perfil transcripcional derivado de la activacion de los receptores P2X7-
WT. Se encontraron una gran cantidad de genes con expresion alterada debido a la activacion
de P2X7. Empleando un criterio de corte estricto (es decir considerando que un gen esta
diferencialmente expresado si presenta un minimo de 1,5 veces de diferencia entre las dos
condiciones y ademas el valor estadistico de esta diferencia resulta menor o igual a 0,05), se
encontraron 1995 genes diferencialmente expresados. Es interesante destacar que la

activacion de P2X7 produjo tanto activacion como inhibicion de la expresion génica, dado
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que de este total de genes diferencialmente expresados, 863 tuvieron expresion aumentada y
1132 tuvieron expresion disminuida en los clones HEK293 P2X7-WT. Esto confiere una
primera aproximacion al notorio efecto que tiene la activacion de P2X7 sobre la expresion
génica. Teniendo en cuenta que el genoma humano consta de aproximadamente 30000 genes
que codifican para proteinas (411), resulta notorio que la activacion de P2X7 produce cambios
en los niveles de expresion de casi 2000 genes, es decir, alrededor del 7%. Esta estimacion
confirma la magnitud del efecto de P2X7 sobre la transcripcion parcialmente reportado hasta
el momento y reafirma el concepto de los profundos cambios que pueden ocurrir a nivel
celular (a nivel de la transcripcion en este caso) debido a la activacion de este canal i6nico.
Un analisis mas detallado de las consecuencias transcripcionales de la activacion de P2X7
proviene del andlisis bioinforméatico realizado con este grupo de datos. Se encontrd que los
1995 genes diferencialmente expresados se pueden agrupar mediante distintos parametros en
bases de datos. En primer lugar, se obtuvieron los términos GO que corresponden a los genes
con expresion alterada. Se obtuvieron términos GO muy diversos, pero que apuntan a dar
cuenta de que la activacion de P2X7 regula procesos y mecanismos variados y de gran
importancia en la fisiologia celular. Por ejemplo, aparecieron términos GO relacionados con
el desarrollo (angiogénesis, organogénesis, migracion celular, desarrollo vascular), con la
funcion neuronal (movimiento axonal, dendritas, axones, proyeccion neuronal, metabolismo
de neurotransmisores), con la estructura celular (citoesqueleto, filamentos intermedios), con el
metabolismo celular y enzimatico (distintas actividades enzimaticas, metabolismo de lipidos,
metabolismo de aminodcidos, procesos metabdlicos variados, metabolismo de aminas y
compuestos nitrogenados) (Tabla 6). También se analizaron las vias de sefializacion a las que
pertenecen los genes diferencialmente expresados. Se encontrd que existe un gran numero de
vias de sefalizacion alteradas, de indole muy variada: vias hormonales (de 4acido retinoico, de
androgenos, de prolactina), vias del desarrollo (de BMP, de Wnt, de TGF[, de Notch), vias
metabolicas (de glucolisis, de carbohidratos, de aminodcidos, de 4cidos grasos, de leptinas),
vias de respuesta inflamatoria (de ATF2, de NFkB, de moléculas de adhesion) y vias
involucradas con la funcion neuronal (de receptores ErbB, de liberacion de neurotransmisores,
de metabolismo de neurotransmisores) (Tabla 7). Estos resultados caracterizan los efectos
sobre la transcripcion génica mediados por activacion de P2X7. Se puede concluir que P2X7
produce un importante cambio en la transcripcion génica, ejemplificado en la cantidad y
variedad de genes, procesos biologicos y vias de sefializacion que resultan alterados.

Estos resultados van en el sentido de los reportes previos que indican que P2X7
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modifica la expresion génica (236, 237). Cada uno de estos reportes examiné los efectos de
P2X7 sobre genes puntuales o grupos de genes acotados en distintos modelos, la mayoria de
ellos en el marco de procesos inflamatorios o respuesta inmune. Vale la pena mencionar el
unico trabajo realizado hasta el momento que examina de manera indirecta la influencia de
P2X7 a nivel de transcripcion global. En €l (409) se efectué un array de expresion sobre
muestras de amigdala de ratones normales o knock out para P2X7, en condiciones basales o
expuestos a shock séptico por LPS. En cuanto a la comparacion en condiciones basales entre
ratones normales y knock out para P2X7 se reportan cambios en la expresion de alrededor de
8400 genes. Estos resultados son muy valiosos en cuanto que describen las consecuencias a
nivel transcripcional de la delecion de P2X7 en un tejido neural como es la amigdala. De
cualquier manera, no queda clara la razon ultima de esta expresion génica alterada, dado que
no se estimula directamente al receptor (de modo que se estaria analizando la influencia de la
presencia o ausencia del receptor a nivel de la amigdala y no las consecuencias de su
activacion especifica) y por otra parte al tratarse de un modelo de animal knock out podrian
existir mecanismos compensatorios que dificulten el analisis puntual del efecto de P2X7,
como por ejemplo la presencia de otras variantes parcialmente funcionales de P2X7, como ya
se menciono con anterioridad (399, 410). En este sentido, el microarray realizado sobre clones
HEK293 permite detectar cambios en la expresion génica debidos exclusivamente a la
activacion de P2X7, en un marco general, sin circunscribirse a ningin tejido en particular.
Resulta véalido argumentar que las diferencias en la expresion génica detectadas en una linea
celular inmortalizada como HEK293 pueden diferir en gran medida de lo que ocurre
realmente en el tejido de un organismo vivo, pero de cualquier manera permite caracterizar a
grandes rasgos estas alteraciones, para luego examinarlas en mayor profundidad en un
contexto adecuado de acuerdo al gen o mecanismo puntual que se desee estudiar. Estos
resultados son entonces la caracterizacion global inicial y necesaria para evaluar los efectos

transcripcionales de P2X7 y sientan las bases para futuros estudios.

9. Consecuencias transcripcionales de la activacion de las distintas variantes de P2X7

Una vez caracterizado el impacto transcripcional de P2X7-WT en células HEK293, se
procedié a realizar la comparacion entre los perfiles de expresion génica de los clones

HEK?293 P2X7-WT vy los clones coexpresores HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg. En primera
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instancia se realizo el andlisis bioinformatico de dicho contraste. Esto permitié caracterizar a
nivel global las diferencias existentes entre los perfiles de expresion de ambos tipos de clones.
Dado que el objetivo central consiste en encontrar asociaciones entre la variante polimorfica
P2X7-GIn460Arg y los trastornos depresivos, los resultados obtenidos se focalizaron en
relacioén a procesos de inflamacion, estrés y relacionados con depresion. De esta manera se
encontr6 un gran numero de coincidencias entre el perfil de expresion diferencial de los
clones coexpresores y estos fenomenos. Los datos de este contraste coinciden en gran medida
con datos de publicaciones que estudiaron procesos relacionados con inflamacion. Ejemplos
de ello son publicaciones que se centraron en diversos procesos inflamatorios como
mecanismos inflamatorios frente a LPS, frente a prostaglandinas, frente a estrés ambiental,
frente a estrés oxidativo. También hubo coincidencias con publicaciones que estudiaron vias
de sefializacion inflamatorias como las iniciadas por TNF, por IL-6 y con vias mediadas por
NF«xB, p38 y CREB. A su vez el patron de expresion diferencial de los clones coexpresores
coincidié con un estudio en el que se evaluaron genes diferencialmente expresados en MDD
(Tabla 9, orden 433). En este estudio se compar6 mediante microarray el perfil
transcripcional en la corteza temporal de 12 pacientes con MDD y 14 controles (412). A
grandes rasgos este estudio describe alteraciones en niveles de expresion de genes
relacionados con desarrollo neuronal, comunicacion celular y transduccion de sefiales. Resulta
interesante que las diferencias de expresion entre los clones P2X7-WT y los clones P2X7-
WT/GIn460Arg coincidan en gran medida con las reportadas en este estudio. A posteriori se
buscaron vias de sefializacion alteradas que estén relacionadas con inflamacion o depresion:
se detectaron las vias de sefializacion de NFAT, AP1 y NFkB. También se detectaron vias de
MAPK y de la familia de ERK, y la via de apoptosis de p53 (Tabla 9). Finalmente, cuando se
agrupo a los genes de acuerdo a sus sitios consenso de union a factores de transcripcion se
pudo ver que aparecian los factores de transcripcion inflamatorios AP1, CREB y NF«B
(Tabla 9). En particular, el factor de transcripcion CREB resulta interesante en este contexto,
dado que se lo ha visto repetidamente asociado con MDD y BPD (413, 414). El hecho de que
un gran numero de genes con sitios consenso para uniéon de CREB en sus promotores estén
diferencialmente expresados en los clones expresores de las distintas variantes de P2X7 puede
estar dando la pauta de que CREB es un mediador importante de la respuesta transcripcional
de P2X7, lo que podria tener un rol en depresion.

Con todo este material se obtuvo un panorama global de los efectos transcripcionales

mediados por las distintas variantes de P2X7 orientado a detectar mecanismos relacionados
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con inflamacion y depresion: se detectd un enriquecimiento notable en vias de sefalizacion y
factores de transcripcion inflamatorios, asi como también coincidencias con estudios previos
de asociacion con depresion. Es importante destacar que a grandes rasgos, algunas de las vias
de sefalizaciéon y factores de transcripcion mencionados ya han sido reportados como
regulados por P2X7 (236, 237, 243-245, 248). Por un lado, ello confiere mayor solidez a estos
hallazgos mediante métodos bioinformaticos, pero también proporciona una vision general de
cuales son los mecanismos de sefializacion alterados en las células coexpresoras de ambas
variantes de P2X7. No parece azaroso que las vias y factores de transcripcion generalmente
asociados con respuestas inflamatorias aparezcan sobre representados en este contraste.

A continuacién se identificaron los genes diferencialmente expresados entre los clones
HEK293 P2X7-WT y los clones HEK293 P2X7-WT/GIn460Arg. Como era de esperar, este
contraste produjo diferencias menos notorias con respecto al contraste realizado entre la linea
parental HEK293 y los clones sobreexpresores de P2X7-WT. Diferencias razonables dado que
en un caso se esta comparando entre ausencia y presencia de P2X7 y en el otro caso se busca
encontrar diferencias entre las distintas variantes de P2X7. Asi, mientras que en el perfil
transcripcional de P2X7-WT se obtuvieron 1997 genes con expresion diferencial, en el caso
de P2X7-WT vs P2X7-WT/GIn460Arg se obtuvo una reducida lista de 53 genes empleando
los mismos criterios de corte. Estos genes son de gran interés puesto que dan cuenta de las
diferencias fundamentales que existen a nivel de la transcripcion entre los clones que

solamente expresan P2X7-WT y los clones que coexpresan ambas variantes de P2X7.

10. CHUK 'y RCANI1 como genes candidatos relacionados con depresion

La lista de genes diferencialmente expresados obtenida comprende una variedad de
genes con distintas funciones. Sin embargo, hay cuatro de ellos que sobresalen del resto en
cuanto a su posible asociacion con depresion, a saber: Neuregulina 1 (NRG1), la subunidad
¢épsilon del receptor de GABA de tipo A (GABRE), Regulador de Calcineurina 1 (RCANI) y la
quinasa ubicua de dominio conservado hélice-vuelta-hélice (CHUK). Cada uno de estos genes
resulta de maximo interés en el contexto de depresion, tal como se describe a continuacion.
En particular, el resultado del microarray para los genes CHUK y RCANI fue validado y se
profundizé acerca de su regulacion transcripcional por las variantes de P2X7 en distintos

modelos celulares € in vivo.
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La via de senalizacion de NFkB es central en lo que a respuesta inflamatoria se refiere
(264). Como ya se menciono, esta via de sefializacion aparece repetidamente en los resultados
del microarray, por lo que resulta un mecanismo central para la activacion de las variantes de
P2X7. En el sistema nervioso NFkB estd implicado en la regulacion de distintos aspectos de
la funcién neural como neurotransmisores y neurotrofinas y en la glia media una gran
cantidad de respuestas inflamatorias (267). El gen CHUK codifica para la proteina IKKa, una
de las quinasas del complejo IKK, el cual fosforila a IxB activando la via de NFxB frente a
distintos estimulos. De esta manera, resulta probable que CHUK tenga un rol importante en
los mecanismos mencionados a nivel del SNC frente a situaciones de injuria o estrés celular.
Ademas, IKKa tiene efectos directos en el SNC independientemente de la via de NF«B, por
ejemplo, modulando el crecimiento axonal y el remodelado neuronal en respuesta a estrés
cronico (272). El hallazgo de que CHUK se encuentra diferencialmente expresado en los
clones expresores de las distintas variantes de P2X7 es muy interesante. Los resultados del
microarray fueron confirmados sobre los mismos clones empleados y luego se caracterizo su
regulacion por P2X7 en clones HEK293 y en clones 1321N1. Se observo que la activacion de
P2X7 solamente produce aumentos significativos en la expresion de CHUK en clones
expresores de P2X7-WT, pero no en clones coexpresores de ambas variantes. Este hallazgo
permite plantear la hipdtesis seglin la cual frente a la activacion de receptores P2X7 en el
SNC, las células responderan de manera distinta de acuerdo a las variantes de P2X7 que
expresen, resultando en distintos niveles de expresion de CHUK, lo cual posiblemente tenga
consecuencias a nivel de la via de sefalizacion de NFxB o de los efectos mediados
directamente por IKKa. De este modo, frente a un mismo estimulo se producird una respuesta
distinta que, dados los mecanismos descriptos de inflamacion y funcién neuronal en los que
IKKa esta involucrado, podré tener un impacto significativo sobre la aparicion de trastornos
psiquiatricos. Ademas se midieron los niveles de expresion de CHUK en cerebro de los
ratones humanizados para las distintas variantes de P2X7. CHUK resulto tener una expresion
disminuida en los ratones que expresan ambas variantes de P2X7 humano en comparacion a
los ratones que solamente expresan P2X7-WT o bien solamente P2X7-GIn460Arg. Este hecho
esta en concordancia con los resultados obtenidos en lineas celulares y apoya la hipotesis de
que CHUK puede tener un rol a nivel de SNC sobre las consecuencias fisiopatologicas de la
coexpresion de ambas variantes de P2X7. Un paso importante en esta nueva linea de

investigacion seria en primer lugar, confirmar la regulacion de la expresion de CHUK por
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P2X7 a nivel de proteina, es decir evaluando a IKKa y en segundo lugar, estudiar si la via de
NF«kB o los efectos directos de IKKa estan alterados en las células coexpresoras de ambas
variantes de P2X7.

RCANI1 estd involucrado en la via de sefalizacion del factor de transcripcion
inflamatorio NFAT, cuya actividad transcripcional es regulada por P2X7 (244). RCANI se
expresa en distintas areas cerebrales, mayoritariamente en astrocitos y media distintos
procesos como la respuesta al estrés oxidativo y la respuesta inmune e inflamatoria. En el
contraste entre clones expresores de P2X7-WT y clones coexpresores de ambas variantes se
encontrd que la via de sefializacion de NFAT se encuentra alterada y RCANI es uno de los
genes diferencialmente expresados. Los resultados del microarray fueron confirmados sobre
los mismos clones empleados, y luego se caracterizd su regulacion por P2X7 en clones
HEK293 y en clones 1321N1. Se observo que la activacion de P2X7 solamente produce
aumentos significativos en la expresion de RCANI en clones coexpresores de P2X7-
WT/GIn460Arg pero no en clones expresores de P2X7-WT. De manera analoga a lo dicho en
el caso de CHUK, este hallazgo permite plantear la hipdtesis segun la cual frente a la
activacion de receptores P2X7, las células responderan de manera distinta de acuerdo a las
variantes de P2X7 que expresen, generando niveles distintos de RCANT1, lo que podria influir
sobre la regulacion de NFAT. De esta manera, frente a un mismo estimulo se produciria una
respuesta distinta que podria tener un impacto significativo sobre la aparicion de trastornos
psiquiatricos, de acuerdo a los mecanismos descriptos de inflamacion y funcion neuronal en
los que RCANT y NFAT estan involucrados. Se midio ademas la expresion de RCANI1 en los
cerebros de ratones humanizados para las distintas variantes de P2X7. RCANI resulto tener
una expresion aumentada en los ratones que expresan ambas variantes de P2X7 humano en
comparacion a los ratones que solamente expresan P2X7-WT o bien P2X7-Gln460Arg. Esto
estd en concordancia con los resultados obtenidos en lineas celulares y apoya la hipdtesis
segin la cual RCANI puede tener un rol a nivel de SNC sobre las consecuencias
fisiopatologicas de la coexpresion de ambas variantes de P2X7. El hallazgo de que la
expresion de RCANI esté aumentada en células y ratones coexpresores de ambas variantes de
P2X7 resulta muy interesante. En ratones knock out para RCANI se observd que esta
favorecida la activacion del factor de transcripcion CREB y el consiguiente aumento en la
expresion de BDNF, una neurotrofina protectora frente a trastornos psiquiatricos (42). A nivel
comportamental, estos ratones demostraron menores niveles de ansiedad, mientras que la

sobreexpresion de RCANI anul6 estos efectos protectores (262). Ademas, la sobreexpresion
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de RCANI ha sido descripta como favorecedora de neurodegeneracion y mala funcidon
sinaptica (261). De esta manera, se identifica a RCAN1 como un inhibidor de los efectos
protectores frente a situaciones de ansiedad y estrés, asi como también favorecedor de
mecanismos patologicos que podrian potenciar los trastornos psiquidtricos. Un paso
importante en el estudio de la relacion entre RCANI y las variantes de P2X7 seria en primer
lugar confirmar la regulacion de la expresion de RCANI por P2X7 a nivel de proteina y luego
estudiar si los mecanismos descriptos relacionados con depresion estan alterados en las
células coexpresoras de ambas variantes de P2X7.

Otro de los genes diferencialmente expresados entre clones P2X7-WT y clones P2X7-
WT/GIn460Arg es GABRE. Este gen codifica para la subunidad épsilon del receptor de
GABA de tipo A. Estos receptores son canales de cloro heteropentaméricos activados por
GABA. Hasta el momento se han descripto 19 subunidades. Los mecanismos de inhibicion
rapida en el SNC estdn gobernados por los receptores de GABA de tipo A, los cuales
contrarrestan de esta manera las acciones excitatorias del glutamato. Estos receptores se
expresan de manera ubicua en el SNC, de modo que los cambios en su expresion o funcién
estan involucrados en muchos aspectos de la funcidén cerebral (415). Los déficits en la
transmision GABAérgica mediada por los receptores de tipo A han sido asociados con
variados trastornos del SNC, incluyendo trastornos de ansiedad (416) y desoérdenes del
comportamiento (417, 418). El rol de los receptores de GABA de tipo A en depresion ha
suscitado mucho interés debido a los variados compuestos con efectos antidepresivos que
impactan sobre la transmision GABAérgica como los antidepresivos triciclicos, los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, gabapentinas y neuroesteroides (419).
Se ha visto ademas que los niveles de GABA se encuentran alterados en pacientes con
depresion (420). Estos hallazgos apuntan a que los receptores de GABA de tipo A pueden
estar involucrados en la fisiopatologia de la depresion. Dado que el gen GABRE codifica para
una de las subunidades del receptor de GABA y que el receptor estd conformado por cinco
subunidades, resulta dificil aventurar cuales serian las consecuencias a nivel funcional de la
alteracion de los niveles de expresion solamente en GABRE, como muestran los resultados
del microarray. De cualquier manera este hallazgo resulta interesante, dada la relacion
establecida entre la transmision GABA¢érgica y los trastornos depresivos.

Por ultimo, otro gen que resultd diferencialmente expresado entre clones P2X7-WT y
clones P2X7-WT/GIn460Arg fue NRGI. NRGI1 es un factor trofico de crecimiento que

cumple sus efectos estimulando al receptor de tipo tirosina quinasa ErbB. Existen varias
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isoformas de NRGI1, que se expresan en distintos niveles y con patrones de expresion
variados en el cerebro (421). Se ha visto que NRG1 cumple un rol determinante en el
desarrollo del SNC dado que contribuye en el guiado de axones, el desarrollo de células
gliales y la formacion de sinapsis (422). Se ha identificado repetidamente a NRGI1 como un
gen de susceptibilidad para esquizofrenia, pero en el ultimo tiempo se ha reportado también su
asociacion con BPD (423-425). Dado el importante rol que NRG1 tiene en el SNC y su
asociacion con trastornos psiquidtricos es interesante observar que su expresion se vea
modulada diferencialmente por la activacion de las distintas variantes de P2X7. Se deberia
estudiar a continuacion cudles son las consecuencias funcionales de los distintos niveles de

expresion de NRGI.

11. Conclusiones finales

El presente trabajo muestra por primera vez evidencia directa de que la coexpresion e
interaccion de P2X7 WT con la variante P2X7-WT/GIn460Arg produce una reduccion
significativa en la funcion normal del receptor, que parece tener su origen en la interaccion
entre ambos tipos de subunidades. La heteromerizacion de las variantes de P2X7 produce
cambios en la transcripcidn génica, que podrian estar relacionados con la aparicion de
trastornos psiquiatricos. A su vez, se describe por primera vez a PARP1 relacionado con la via
de transduccion de senales de P2X7. Asi PARP1 podria ser un mediador de los mecanismos
moleculares desencadenados por P2X7 en el SNC.

Como conclusion general de este trabajo, se encontré un mecanismo mediante el cual
la variante polimoérfica de P2X7 GIn460Arg produce un cambio en la funcionalidad del
receptor cuando se expresa en heterocigosis. Dada la asociacion descripta entre esta mutacion
y depresion, este trabajo es el puntapi¢ inicial para seguir profundizando los estudios de este
mecanismo. Esta es la primera vez que se describe un fenotipo distinto al WT para esta
variante de P2X7, lo que lo coloca en la posicion de importante blanco terapéutico para

desordenes del sistema nervioso central como la depresion.
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1. Validacion in vivo de la pérdida de funcion de los receptores P2X7 heteroméricos

1.1. Generacion de ratones humanizados para el receptor P2X7 humano

Se generaron dos lineas murinas en las cuales el receptor P2X7 de ratdn fue sustituido
por el receptor P2X7-WT humano o por la variante polimdrfica GIn460Arg. Esta estrategia de
knock in asegura que la expresion de las variantes humanas de P2X7 sean controladas por los
elementos regulatorios endogenos del gen P2X7 murino. De esta manera, la expresion
temporal y espacial de las variantes humanas de P2X7 en ambas lineas humanizadas de raton
(linea homocigota para P2X7-WT y linea homocigota para P2X7-GIn460Arg) no muestra
diferencias con la expresion de P2X7 murino enddégeno, como se puede ver por hibridacion in
situ (Figura 1A). Ademas, ambas lineas murinas expresan receptores P2X7 funcionales. Esto
se evidencia por la capacidad de sus macrofagos peritoneales de liberar Interleuquina-
1B luego de ser estimulados con LPS y BZATP (Figura 1B).

Se efectuaron cruzas con estas dos lineas y se obtuvo asi una linea heterocigota para

P2X7 humano.

1.2. La expresion de P2X7 en heterocigosis afecta la calidad y arquitectura del sueiio

Los trastornos del suefio constituyen uno de los sintomas mdas importantes que
acompafian a los trastornos afectivos o del estado de animo (385). Es por esto que se
monitored la actividad electroencefalografica (EEG) y el comportamiento normal de vigilia-
suefio en los ratones con las variantes de P2X7 humano.

Ninguno de los tres genotipos de ratones mostraron alteraciones en el comportamiento
de vigilia-suefio, dado que la distribucion del suefio de tipo movimiento rapido de ojos
(REMS) y suefio de tipo movimiento no rapido de ojos (NREMS) fue normal (Figura 2A y
2B). Sin embargo, los ratones heterocigotas mostraron un mayor numero de episodios de
entrada en suefio REMS durante el ciclo diurno, lo que indica una mayor tendencia a suefio de
tipo REMS y ciclos de suefio mas fragmentados en comparacion a los ratones homocigotas
para ambas variantes de P2X7 (Figura 2C).

Por otra parte, la actividad de onda lenta durante el sueio NREMS, (que mide la
profundidad del suefio NREMS), resultd constantemente menor en los ratones heterocigotas

(Figura 2D). De igual manera, se detect6 muy poco suefio NREMS de tipo SWS, (suefio
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profundo) en los ratones heterocigotas lo que sugiere etapas de sueio NREMS menos
profundas. (Figura 2E). Esta observacion también estuvo reflejada en los espectrogramas: los
ratones heterocigotas tuvieron EEG con potencias reducidas en las actividades de baja
frecuencia (Figura 2F).

Estos resultados indican que los ratones heterocigotas tienen la arquitectura del suefio

alterada y una menor calidad de suefio en comparacion con los ratones homocigotas.

1.3. P2X7 en heterocigosis modifica la respuesta al estrés cronico

La reducida calidad del suefio de los ratones heterocigotas para P2X7 podria estar
reflejando un estadio en la enfermedad previo a los sintomas o una mayor vulnerabilidad de
estos ratones a desarrollar sintomas relacionados con trastornos afectivos o del estado de
animo. Por esto, se sometio a las tres lineas de ratones transgénicos a tres semanas de un
protocolo de estrés por derrota social cronica (del inglés, chronic social defeat stress, CSDS).
Este protocolo es un modelo establecido de depresion (386, 387).

Los ratones transgénicos para P2X7 humano mostraron cambios profundos
provocados por el protocolo de CSDS, tanto fisioldgicos como neuroendocrinos. Se observo
disminucién de la calidad del pelo (Figura 3A), aumento progresivo del peso corporal
(Figura 3B), atrofia del timo (Figura 3C), crecimiento de la glandula adrenal (Figura 3D) y
niveles basales elevados de corticosterona plasmatica (Figura 3E).

Con la excepcion de los niveles de corticosterona, no se detectaron diferencias
significativas entre los genotipos de P2X7, lo que indica que el protocolo de CSDS provoco
marcados efectos similares en las tres lineas transgénicas. En particular, los niveles de
corticosterona se vieron profundamente alterados por el protocolo de CSDS solamente en el
caso de los ratones heterocigotas para las variantes de P2X7: dichos ratones con estrés cronico
mostraron niveles muy elevados de dicha hormona (Figura 3E).

Luego se llevo a cabo un amplio rango de ensayos de comportamiento, con el fin de
evaluar las consecuencias del protocolo de CSDS a nivel comportamental, en relacion a las
posibles alteraciones en los estados emocionales.

En general, los ratones con estrés cronico mostraron movilidad disminuida con
respecto a los ratones que no habian sido sometidos a estrés. Sin embargo, durante los
primeros 5 minutos del ensayo de movilidad los ratones heterocigotas estresados tuvieron un

aumento en la movilidad y disminucién en la inmovilidad, lo que sugiere que se encontraban
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en un estado de mayor excitacion (Figura 4A-C). Luego del protocolo de CSDS, los ratones
heterocigotas mostraron una disminucién en el tiempo de estadia en el ensayo del brazo
abierto en el laberinto elevado (open arm time in elevated plus maze) significativamente
mayor con respecto a los ratones homocigotas, lo que demuestra un aumento en el
comportamiento relacionado con ansiedad (Figura 4D). Ademas, los ratones heterocigotas
sometidos a CSDS desarrollaron déficits en el comportamiento social, como se evidencia en
la disminucién significativa en la preferencia por el companero en el ensayo de sociabilidad
(del inglés, sociability test) (Figura 4E). Hallazgo similar se produjo al evitar situaciones
sociales (del inglés, social avoidance test). Luego de CSDS, los ratones heterocigotas
compartieron significativamente menos tiempo con su compafiero en comparacion a los
mismos ratones sin estresar (Figura 4F). Este déficit en el comportamiento social evoca
varias condiciones psiquiatricas que incluyen a los trastornos afectivos o del estado de &nimo
(389). Finalmente, se aplico también el ensayo de olfato de orina de hembra (del inglés,
female urine sniffing test (426)) y se encontré que solamente los ratones heterocigotas
sometidos a CSDS dedicaron significativamente menos tiempo a olfatear la orina de hembra,
hecho que concuerda con un comportamiento anheddnico, un sintoma caracteristico de

depresion (388, 389) (Figura 4G).
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Figura 1. Establecimiento de lineas murinas expresoras de las variantes humanas del receptor
P2X7. (A) La expresion de ARNm de P2X7 humano en los ratones transgénicos muestra el mismo patrén de
expresion que el P2X7 murino, de acuerdo a la hibridacion in situ. (Escala: 100 um). Se muestra ademas una
ampliacion de la region CA3 del hipocampo. (B) Validacion de la funcionalidad de los receptores P2X7-WT
(izquierda) y P2X7-GIn460Arg (derecha) mediante medicion de liberacion de Interleuquina-1f. Se midio la
secrecion de Interleuquina-1p de macrofagos peritoneales de las lineas de raton humanizadas para P2X7-WT o
P2X7-GIn460Arg en respuesta a estimulacion con LPS y posterior tratamiento con BzATP. Los datos se
expresan como media + ES (n = 4).
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Figura 2. Calidad y arquitectura del suefio en ratones transgénicos para las variantes de P2X7
humaneo. Para monitorear el comportamiento espontaneo de vigilia-sueflo, los ratones fueron implantados de
manera cronica con electrodos para electroencefalograma (EEG) y para electromiografia (EMG). Se utilizé un
polisomnografo para realizar dichas mediciones. La linea de base fue fijada 2 semanas después de la operacion
de implantacion de electrodos. Las mediciones de EEG y EMG se realizaron durante 24h en ratones transgénicos
adultos sin sujecion. Los estados de vigilancia se definen como vigilia, movimiento no rapido de ojos (NREMS)
y movimiento rapido de ojos (REMS). El tiempo transcurrido en cada estado se expresa como porcentaje cada
2h. Los datos se expresan como media + ES. (A) Cuantificacion de suefio de tipo (NREMS). (B) Cuantificacion
de suefio de tipo REMS. (C) Cuantificacion de episodios de entrada en suefio de tipo REMS en los ciclos diurno
y nocturno. *: P<0,05. ANOVA de dos factores. (D) Medicion de la actividad de onda lenta durante el suefio
NREMS. *: P<0,05 y **: P<0,001. ANOVA de dos factores. (E) Medicion de suefio profundo (NREMS de tipo
SW,). **: P<0,001. ANOVA de dos factores. (F) Hipnogramas y espectrogramas de un animal representativo de

cada grupo.
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Figura 3. Protocolo de estrés por derrota social créonica (CSDS). Para someter a los ratones a CSDS
se los introdujo en la jaula de un raton dominante, que los dominé rapidamente. Luego de la derrota, se separd a
los animales por un fino enrejado en la caja, lo que permitio el contacto sensorial entre ambos animales durante
24h. Este protocolo se repitiéo cada dia frente a un raton dominante distinto durante 3 semanas. Los ratones
control se mantuvieron en sus jaulas sin contacto con ratones dominantes. Todos los ratones fueron manipulados,
pesados y la calidad de su pelo evaluada cada 4 dias. (A) Evaluacion de la calidad del pelo a lo largo del
protocolo de CSDS. “Fur state progression”: Escala arbitraria de calidad del pelo donde el valor 1 representa
pelo limpio e inalterado, y el valor 4 corresponde a pelo desordenado, sucio y con lastimaduras y llagas. ***:
P<0,0005. ANOVA de medidas repetidas. n=10-13. (B) Evaluacion del peso corporal a lo largo del protocolo de
CSDS, expresado en porcentaje respecto del peso inicial. *: P<0,05. ANOVA de medidas repetidas. n=10-13. (C)
Evaluacion del peso del timo luego del protocolo de CSDS. Los valores se normalizaron al peso corporal de cada
raton. **: P<0,005. ANOVA de dos factores. n=10-13. (D) Evaluacion del peso de la glandula adrenal luego del
protocolo de CSDS. Los valores se normalizaron al peso corporal de cada raton.***: P<0,0005. ANOVA de dos
factores. n=10-13. (E) Medicion de secrecion basal de corticosterona al término del protocolo de CSDS. Los
valores se expresan en relacion a los niveles de secrecion previos al protocolo de CSDS, los cuales resultaron
idénticos entre las distintas lineas transgénicas. *: P<0,05. ANOVA de dos factores. N=10-13.
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Figura 4. Consecuencias del estrés crénico a nivel comportamental en los ratones transgénicos
para las variantes de P2X7 humano. Se realizaron distintos ensayos comportamentales en animales control y
previamente sometidos al protocolo de CSDS. (A-C) Ensayo de movilidad en campo abierto (Open field test).
(A) Distancia total recorrida a lo largo de la duracion del test. (B) Distancia recorrida durante los primeros 5
minutos de duracion del test. (C) Tiempo de inmovilidad durante los primeros 5 minutos de duracion del test.
(D) Ensayo de ansiedad en el laberinto elevado (Elevated plus maze). Se midié el porcentaje de tiempo de
duracion del test en el que los ratones se ubicaban en el brazo abierto del laberinto. (E) Ensayo de preferencia
por el compafiero. Se midi6 el porcentaje de tiempo ocupado por el raton en interactuar con un compaiiero en
lugar de explorar un objeto. (F) Ensayo de sociabilidad (Social avoidance test). Se midi6 el tiempo durante el
cual cada raton interactuaba con un compaiiero. (G) Ensayo de olfato de orina de hembra (female urine sniffing

test). Se midi6 el porcentaje de tiempo que el raton dedico a olfatear un algodon embebido en orina de hembra en
celo. *: P<0,05. ANOVA de dos factores. N=10-13.
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Orden| FC |ValorP Gen Gen (definicion)
(simbolo)
1 53,96 | 8,52E-26 MYOM2 myomesin (M-protein) 2, 165kDa (MYOM2)
2 -15,84 1,65E-24 OCIAD2 OCIA domain containing 2 (OCIAD2),
3 -25,93 6,30E-24 PTGR1 prostaglandin reductase 1 (PTGR1)
4 -23,15 6,30E-24 HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 (HSPB1)
5 -17,88 1,38E-23 FAM162B family with sequence similarity 162, member B (FAM162B)
6 -16,85 2,45E-23 ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 (ALDH1A2),
7 -23,53 2,45E-23 RAB32 RAB32, member RAS oncogene family (RAB32)
8 -15,57 3,37E-23 DECR1 2,4-dienoyl CoA reductase 1, mitochondrial (DECR1),
9 -29,69 3,75E-23 ECHDC2 enoyl Coenzyme A hydratase domain containing 2 (ECHDC2)
10 -29,51 9,05E-23 COCH coagulation factor C homolog, cochlin (Limulus polyphemus) (COCH)
11 -29,97 2,95E-22 NEFL neurofilament, light polypeptide 68kDa (NEFL)
12 -10,47 5,71E-22 TRO trophinin (TRO),
13 -8,24 8,52E-22 ANKRD19 ankyrin repeat domain 19 (ANKRD19)
14 -18,76 8,52E-22 PTGR1 prostaglandin reductase 1 (PTGR1)
15 -19,48 1,56E-21 SLC25A43 solute carrier family 25, member 43 (SLC25A43)
16 -10,94 3,76E-21 MAOA monoamine oxidase A (MAOA),
17 -10,21 3,88E-21 OCIAD2 OCIA domain containing 2 (OCIAD2),
18 34,56 5,93E-21 TNC tenascin C (TNC)
19 -8,63 7,82E-21 MAGEB2 melanoma antigen family B, 2 (MAGEBZ2)
20 -11,13 2,46E-20 TRO trophinin (TRO),
21 -9,76 2,58E-20 EPDR1 ependymin related protein 1 (zebrafish) (EPDR1)
22 -9,35 3,24E-20 HDHD1A haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 1A (HDHD1A)
23 -11,70 | 4,62E-20 DDX12 PREDICTED: DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 12
24 15,10 7,92E-20 TNC tenascin C (hexabrachion) (TNC)
25 -6,60 9,47E-20 MID1 midline 1 (Opitz/BBB syndrome) (MID1),
26 -7,62 1,39E-19 DYNLT3 dynein, light chain, Tctex-type 3 (DYNLT3)
27 -6,87 3,18E-19 MSN moesin (MSN)
28 12,39 5,02E-19 ZNF711 zinc finger protein 711 (ZNF711)
29 -10,32 6,37E-19 CDO1 cysteine dioxygenase, type | (CDO1)
30 -9,89 6,95E-19 GLDC glycine dehydrogenase (decarboxylating) (GLDC)
31 -6,13 1,06E-18 CRYGD crystallin, gamma D (CRYGD)
32 -5,32 1,57E-18 SYT11 synaptotagmin XI (SYT11)
33 -5,82 2,01E-18 RAC2 ras-related C3 botulinum toxin substrate 2
34 -6,30 2,01E-18 PHF11 PHD finger protein 11 (PHF11),
35 -5,05 2,51E-18 ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 (ALDH1A2),
36 -5,83 4,27E-18 COCH coagulation factor C homolog, cochlin (Limulus polyphemus) (COCH)
37 -6,14 8,87E-18 TACSTD1 tumor-associated calcium signal transducer 1 (TACSTD1)
38 -5,98 1,04E-17 ACOT1 acyl-CoA thioesterase 1 (ACOT1)
39 -4,70 1,30E-17 INA internexin neuronal intermediate filament protein, alpha (INA)
40 -10,84 1,63E-17 IRS2 insulin receptor substrate 2 (IRS2)
41 -5,46 3,14E-17 PRTFDC1 phosphoribosyl transferase domain containing 1 (PRTFDC1)
42 -4,56 3,57E-17 FUCA2 fucosidase, alpha-L- 2, plasma (FUCA2)
43 -5,33 6,06E-17 MAPK13 mitogen-activated protein kinase 13 (MAPK13)
44 -5,38 1,04E-16 F12 coagulation factor Xl (Hageman factor) (F12)
45 4,95 1,09E-16 MESP1 mesoderm posterior 1 homolog (mouse) (MESP1)
46 -7,51 1,09E-16 TAF7L TAF7-like RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor
47 -3,79 1,15E-16 FUT4 fucosyltransferase 4 (alpha (1,3) fucosyltransferase, myeloid-specific) (FUT4)
48 -6,48 1,69E-16 TPD52L1 tumor protein D52-like 1 (TPD52L1),
49 -5,18 2,25E-16 TPD52L1 tumor protein D52-like 1 (TPD52L1),
50 9,99 2,49E-16 DPYSL4 dihydropyrimidinase-like 4 (DPYSL4)
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
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-5,92
-3,94
18,09
-3,41
-4,73
-6,08
-3,94
-4,35
-3,51
5,83
12,73
-4,70
-4,29
4,44
-2,92
3,57
-3,84
4,73
23,95
-8,56
-3,99
-3,93
4,12
11,38
-3,00
14,04
5,29
-3,42
-3,85
-4,05
-3,25
10,05
-3,.25
-3,48
-3,01
-3,71
-3,26
2,71
-3,65
-3,88
-3,48
-3,22
-2,89
-3,29
-4,80
4,10
-3,20
-3,06
2,77
3,48
-3,56
-2,96
-3,09

2,50E-16
2,69E-16
2,77E-16
2,93E-16
3,96E-16
4,53E-16
5,32E-16
9,00E-16
1,34E-15
1,54E-15
2,10E-15
2,44E-15
2,47E-15
2,80E-15
2,80E-15
3,39E-15
3,70E-15
4,61E-15
4,70E-15
5,09E-15
6,21E-15
7,02E-15
7,73E-15
1,05E-14
1,30E-14
1,93E-14
2,02E-14
2,32E-14
2,93E-14
3,50E-14
4,04E-14
4,49E-14
4,49E-14
4,68E-14
5,40E-14
5,95E-14
6,72E-14
8,08E-14
1,17E-13
1,22E-13
1,39E-13
1,86E-13
1,93E-13
2,05E-13
2,48E-13
3,42E-13
3,42E-13
3,45E-13
5,36E-13
6,29E-13
6,73E-13
7,19E-13
7,70E-13

EMILIN2
ATL3
SH3BGR
CLN5
LAMC3
MAP7D2
UCHL3
KLHDC9
PLIN2
ADAMTS1
ADAMTS5
MT1F
PHF11
TMEM47
PARP12
FBXL16
CSRP1
RASEF
SOX11
FXYD5
TNS3
FLNC
SPONT1
FXYD5
PIBF1
AMOT
KCNQ2
SERPINB1
ZNF532
DSCR6
CCDC3
SOX17
LOC644743
ALPL
POU4F1
MAGEB6B
PAPLN
SERP2
OXCTH1
ICA1
ACOT2
HSPB8
CNNM!1
LOC440145
KDELRS3
SLC30A3
LOXL4
TBC1D4
NAAA
RIPK4
LEPR
NDFIP2
MYCBP2

elastin microfibril interfacer 2 (EMILIN2)
atlastin GTPase 3 (ATL3)
SH3 domain binding glutamic acid-rich protein (SH3BGR),
ceroid-lipofuscinosis, neuronal 5 (CLN5)
laminin, gamma 3 (LAMC3)
MAP7 domain containing 2 (MAP7D2)
ubiquitin carboxyl-terminal esterase L3 (ubiquitin thiolesterase) (UCHL3)
kelch domain containing 9 (KLHDC9),
perilipin 2 (PLIN2)

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 (ADAMTS1)
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5
metallothionein 1F (MT1F)

PHD finger protein 11 (PHF11),
transmembrane protein 47 (TMEM47)
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 12 (PARP12)
F-box and leucine-rich repeat protein 16 (FBXL16)
cysteine and glycine-rich protein 1 (CSRP1)

RAS and EF-hand domain containing (RASEF)

SRY (sex determining region Y)-box 11 (SOX11)

FXYD domain containing ion transport regulator 5 (FXYD5),
tensin 3 (TNS3)
filamin C, gamma (actin binding protein 280) (FLNC)
spondin 1, extracellular matrix protein (SPON1)

FXYD domain containing ion transport regulator 5 (FXYD5),
progesterone immunomodulatory binding factor 1 (PIBF1)
angiomotin (AMOT),
potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 2 (KCNQZ2),
serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1 (SERPINB1)
zinc finger protein 532 (ZNF532)

Down syndrome critical region gene 6 (DSCR6)
coiled-coil domain containing 3 (CCDC3)

SRY (sex determining region Y)-box 17 (SOX17)
PREDICTED: hypothetical LOC644743 (LOC644743)
alkaline phosphatase, liver/bone/kidney (ALPL),

POU class 4 homeobox 1 (POU4F1)

PREDICTED: melanoma antigen family B, 6B pseudogene (MVAGEBG6B)
papilin, proteoglycan-like sulfated glycoprotein (PAPLN)
stress-associated endoplasmic reticulum protein family member 2 (SERP2)
3-oxoacid CoA transferase 1 (OXCT1),
islet cell autoantigen 1, 69kDa (ICA1),
acyl-CoA thioesterase 2 (ACOT2),
heat shock 22kDa protein 8 (HSPB8)
cyclin M1 (CNNM1)
similar to RIKEN cDNA 2410129H14 (LOC440145)

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3
solute carrier family 30 (zinc transporter), member 3 (SLC30A3)
lysyl oxidase-like 4 (LOXL4)

TBC1 domain family, member 4 (TBC1D4)
N-acylethanolamine acid amidase (NAAA),
receptor-interacting serine-threonine kinase 4 (RIPK4)
leptin receptor (LEPR),

Nedd4 family interacting protein 2 (NDFIP2)

MY C binding protein 2 (MYCBP2)
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104
105
106
107
108
109
110
11
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
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-3,61
2,73
2,68
2,77
-2,90
-2,76
2,92

-2,76
-4,25
-3,58
3,91

3,25
-2,51
-2,25
-2,30
-3,07
2,79
3,15
5,55
2,50
-2,31
-2,48
3,61

-2,81
-2,64
-6,00
-2,39
2,82

3,01

-5,03
2,74
-2,67
-2,39
-3,31
2,55
-2,95
-2,79
-3,39
-2,21
4,14
2,82

7,62
-3,00
-5,11
-2,41
15,82
2,98
-2,88
-2,04
-2,68
-2,33
2,64
-2,36

7,70E-13
9,77E-13
1,13E-12
1,22E-12
1,28E-12
1,31E-12
1,34E-12
1,39E-12
1,56E-12
1,67E-12
1,62E-12
1,94E-12
2,00E-12
2,52E-12
2,54E-12
2,58E-12
2,86E-12
3,97E-12
4,48E-12
5,71E-12
6,22E-12
7,22E-12
8,34E-12
8,58E-12
8,60E-12
8,60E-12
9,09E-12
9,20E-12
9,34E-12
9,37E-12
9,52E-12
1,07E-11
1,10E-11
1,17E-11
1,36E-11
1,39E-11
1,39E-11
1,45E-11
1,50E-11
1,53E-11
1,53E-11
1,63E-11
2,06E-11
2,07E-11
2,20E-11
2,25E-11
2,26E-11
2,50E-11
2,75E-11
2,79E-11
2,83E-11
3,01E-11
3,09E-11

MFAP2
CDH2
DBN1
NAAA

Sep-07

SLC35D2
DCXR
ARMCX3
ST6GAL1
CDO1
TFAP2A
GLA

DKFZP686024166

CSDC2
ovoL2
TSPAN7
HRASLS3
CCND1
PCDH19
PITX1
SORBS2
MOSPD2
RAC3
MYC
POLA1
DMKN
DIS3
AGTPBP1
DPP7
CRABP2
TMEM126B
MID1
PPIL3
KDELRS3
CASP3
IGDCC3
MYC
SLC27A2
ARGLU1
BMP2
CDH11
DMKN
CLYBL
DMKN
B3GALNT1
ZNF22
NFIX
NSBP1
CLCNKA
PGCP
TICAM1
PCDH10
LXN

microfibrillar-associated protein 2 (MFAP2),
cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) (CDH2)
drebrin 1 (DBN1),
N-acylethanolamine acid amidase (NAAA),
septin 7 (SEPT7),
solute carrier family 35, member D2 (SLC35D2)
dicarbonyl/L-xylulose reductase (DCXR)
armadillo repeat containing, X-linked 3 (ARMCX3),

ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1 (ST6GAL1),
cysteine dioxygenase, type | (CDO1)
transcription factor AP-2 alpha
galactosidase, alpha (GLA)
hypothetical protein DKFZp686024166 (DKFZp686024166)
cold shock domain containing C2, RNA binding (CSDC2)
ovo-like 2 (Drosophila) (OVOL2)
tetraspanin 7 (TSPAN7)

HRAS-like suppressor 3 (HRASLS3)
cyclin D1 (CCND1)
protocadherin 19 (PCDH19)
paired-like homeodomain transcription factor 1 (PITX1)
sorbin and SH3 domain containing 2 (SORBS2),
motile sperm domain containing 2 (MOSPD2)
ras-related C3 botulinum toxin substrate 3
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) (MYC)
polymerase (DNA directed), alpha 1, catalytic subunit (POLA1)
dermokine (DMKN),

DIS3 mitotic control homolog (S, cerevisiae) (DIS3)
ATP/GTP binding protein 1 (AGTPBP1)
dipeptidyl-peptidase 7 (DPP7)
cellular retinoic acid binding protein 2 (CRABP2)
transmembrane protein 126B (TMEM126B)
midline 1 (Opitz/BBB syndrome) (MID1),
peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 3 (PPIL3), tv PPIL3b

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 (KDELRS3),
caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase (CASP3), tv alpha
immunoglobulin superfamily, DCC subclass, member 3 (IGDCC3)
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) (MYC)
solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 2 (SLC27A2)
arginine and glutamate rich 1 (ARGLU1)
bone morphogenetic protein 2 (BMP2)
cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) (CDH11)
dermokine (DMKN),
citrate lyase beta like (CLYBL)
dermokine (DMKN),
beta-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1 (globoside blood group) (B3GALNT1),
zinc finger protein 22 (KOX 15) (ZNF22)
nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor) (NFIX)
nucleosomal binding protein 1 (NSBP1)
chloride channel Ka (CLCNKA),
plasma glutamate carboxypeptidase (PGCP)
toll-like receptor adaptor molecule 1 (TICAM1),
protocadherin 10 (PCDH10),
latexin (LXN)
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157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
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2,72
-2,38
2,16
2,16
-3,26
2,68
-2,66
2,45
-2,09
-2,40
-2,01
3,08
-2,47
-2,33
2,14
2,44
2,62

3,38
2,48
-2,32
-2,25
-2,43
-2,20
2,78
-2,09
-2,39
2,91
-2,55
-3,13
2,23
2,18
2,73
-2,50
2,13
2,08

2,58

-2,24
2,18
2,94

2,17

2,27

2,22

-3,06
-2,56
2,16
17,93
2,35
1,92
-4,70
2,45
2,20

2,21

2,35

3,50E-11
3,53E-11
3,72E-11
3,91E-11
4,55E-11
4,90E-11
4,97E-11
5,48E-11
6,16E-11
6,86E-11
7,01E-11
7,06E-11
7,07E-11
7,26E-11
7,58E-11
7,58E-11
7,58E-11
8,35E-11
8,97E-11
8,97E-11
9,31E-11
9,59E-11
9,59E-11
9,84E-11
1,04E-10
1,06E-10
1,11E-10
1,13E-10
1,13E-10
1,13E-10
1,17E-10
1,17E-10
1,27E-10
1,28E-10
1,31E-10
1,41E-10
1,47E-10
1,53E-10
1,57E-10
1,66E-10
1,66E-10
1,66E-10
1,67E-10
1,69E-10
1,69E-10
1,72E-10
1,74E-10
1,78E-10
1,93E-10
1,93E-10
1,96E-10
2,00E-10
2,06E-10

OGT
TMEM126B
GPX4
ANGPTL2
HOOK1
RRAGD
GAD1
LCN15
FLJ14712
SESN1
PJA1
LARP6
EFEMP1
FANCB
FBXO6
C140RF169
SFRP1
BCL6B
CLYBL
HES5
LAMA3
CNFN
SETDB2
NELL2
MANSCA1
SCARA5
SLAIN1
PKIB
FLJ40504
CTPS2
FHOD1
PHYHD1
FBXO4
AK2
TIMM23
MID2
UBE4B
MED12
DRD1IP
C150RF59
TP53113
SCARA3
LOC440585
HEYL
OSBPL7
C80ORF4
KRT18
RPUSD4
LOC646723
FANCB
CTXN1
TMSB10
FAAH2

O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase
transmembrane protein 126B (TMEM126B)
glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase) (GPX4),
angiopoietin-like 2 (ANGPTL2)
hook homolog 1 (Drosophila) (HOOK1)

Ras-related GTP binding D (RRAGD)
glutamate decarboxylase 1 (brain, 67kDa) (GAD1), tv GAD25
lipocalin 15 (LCN15)

PREDICTED: hypothetical protein FLJ14712 (FLJ14712)
sestrin 1 (SESN1)
praja ring finger 1 (PJA1),

La ribonucleoprotein domain family, member 6 (LARP6),
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 (EFEMP1),
Fanconi anemia, complementation group B (FANCB),
F-box protein 6 (FBXO6)
chromosome 14 open reading frame 169 (C140rf169)
secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1)

B-cell CLL/lymphoma 6, member B (zinc finger protein) (BCL6B)
citrate lyase beta like (CLYBL)
hairy and enhancer of split 5 (Drosophila) (HES5)
laminin, alpha 3 (LAMA3),
cornifelin (CNFN)

SET domain, bifurcated 2 (SETDB2)

NEL-like 2 (chicken) (NELL2)

MANSC domain containing 1 (MANSC1)
scavenger receptor class A, member 5 (putative) (SCARAS5)
SLAIN motif family, member 1 (SLAIN1),
protein kinase (cCAMP-dependent, catalytic) inhibitor beta (PKIB),
hypothetical protein FLJ40504 (FLJ40504)

CTP synthase Il (CTPS2),
formin homology 2 domain containing 1 (FHOD1)
phytanoyl-CoA dioxygenase domain containing 1 (PHYHD1)
F-box protein 4 (FBXO4),
adenylate kinase 2 (AK2), tv AK2B
translocase of inner mitochondrial membrane 23 homolog (yeast) (TIMM23)
midline 2 (MID2),
ubiquitination factor E4B (UFD2 homolog, yeast) (UBE4B)
mediator of RNA polymerase Il transcription, subunit 12 homolog (yeast) (MED12)
dopamine receptor D1 interacting protein (DRD1IP)
chromosome 15 open reading frame 59 (C150rf59)
tumor protein p53 inducible protein 13 (TP53113)
scavenger receptor class A, member 3 (SCARA3),
PREDICTED: hypothetical LOC440585, (LOC440585)
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif-like (HEYL)
oxysterol binding protein-like 7 (OSBPL7),
chromosome 8 open reading frame 4 (C8orf4)
keratin 18 (KRT18),

RNA pseudouridylate synthase domain containing 4 (RPUSD4)
PREDICTED: similar to Keratin, type | cytoskeletal 18 (Cytokeratin-18)
Fanconi anemia, complementation group B (FANCB),
cortexin 1 (CTXN1)
thymosin beta 10 (TMSB10)
fatty acid amide hydrolase 2 (FAAH2)
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210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
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2,53
-2,33
-2,33
-2,46
2,61

-2,65
2,12
5,32
-2,74
2,17
-1,99
3,17
3,63
2,57
-2,11
2,90
2,25
2,16
-2,64
-3,05
-1,87
-2,23
-2,05
2,77
3,14
-2,08
2,08
-2,76
-2,19
-2,23
2,83
-2,16
-2,29
-2,24
2,94
-2,32
2,03
2,23
2,23
2,15
-1,81
-2,12
-2,61
2,13
2,77
2,80
2,85
2,35
-2,07
-2,31
2,57
-1,98
-2,00

2,08E-10
2,10E-10
2,11E-10
2,15E-10
2,15E-10
2,15E-10
2,19E-10
2,19E-10
2,36E-10
2,40E-10
2,50E-10
2,56E-10
2,59E-10
2,87E-10
2,91E-10
2,98E-10
3,15E-10
3,22E-10
3,40E-10
3,68E-10
3,92E-10
4,00E-10
4,36E-10
4,69E-10
4,71E-10
4,79E-10
5,47E-10
6,22E-10
6,37E-10
6,51E-10
6,70E-10
6,92E-10
7,24E-10
7,24E-10
7,24E-10
7,24E-10
7,24E-10
7,42E-10
7,49E-10
8,17E-10
8,26E-10
8,35E-10
8,35E-10
8,60E-10
8,89E-10
9,12E-10
9,13E-10
9,17E-10
9,33E-10
9,69E-10
1,01E-09
1,06E-09
1,08E-09

DMRTA2
RNF219
SMPDL3B
PRRX2
FGF13
ENPEP
AKT1
SOX18
HSPA4L
HSD17B11
SPIN3
PDK3
PPP2R2C
SLC25A1
CTHRC1
TBX1
RXRA
KHDRBS3
LAMA1
GAMT
FAM73B
ABHD1
RAB31
DLL1
HS,296031
CSPG4
LAMP2
IGDCC4
PITPNM1
TMEM144
FBLN1
YIPF6
ZC3H12B
CTSF
COL3A1
DARS2
ARHGDIA
C110RF70
MTCP1
TRIB2
RNMT
CUL4A
ANXA3
KHDRBS3
GAMT
MDK
TSPO
TSPO
BIVM
HUWE1
HOXA6
THOCA1
ANAPC4

DMRT-like family A2 (DMRTAZ2)
ring finger protein 219 (RNF219)
sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B (SMPDL3B),
paired related homeobox 2 (PRRX2)
fibroblast growth factor 13 (FGF13), A
glutamyl aminopeptidase (aminopeptidase A) (ENPEP)
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 (AKT1),
SRY (sex determining region Y)-box 18 (SOX18)
heat shock 70kDa protein 4-like (HSPA4L)
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11 (HSD17B11)
spindlin family, member 3 (SPIN3)
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 3 (PDK3)
protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B, gamma isoform (PPP2R2C),
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter), member 1 (SLC25A1)
collagen triple helix repeat containing 1 (CTHRC1)
T-box 1 (TBX1),tvC
retinoid X receptor, alpha (RXRA)
KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3 (KHDRBS3)
laminin, alpha 1 (LAMA1)
guanidinoacetate N-methyltransferase (GAMT),
family with sequence similarity 73, member B (FAM73B)
abhydrolase domain containing 1 (ABHD1)
RAB31, member RAS oncogene family (RAB31)
delta-like 1 (Drosophila) (DLL1)
cDNA clone IMAGE:5262734
chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4)
lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), tv LAMP2A
immunoglobulin superfamily, DCC subclass, member 4 (IGDCC4)
phosphatidylinositol transfer protein, membrane-associated 1 (PITPNM1)
transmembrane protein 144 (TMEM144)
fibulin 1 (FBLN1), tv D
Yip1 domain family, member 6 (YIPF6)
zinc finger CCCH-type containing 12B (ZC3H12B)
cathepsin F (CTSF)
collagen, type lll, alpha 1 (COL3A1)
aspartyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial (DARS2),

Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha (ARHGDIA)
chromosome 11 open reading frame 70 (C110rf70)
mature T-cell proliferation 1 (MTCP1), , tv B1
tribbles homolog 2 (Drosophila) (TRIB2)

RNA (guanine-7-) methyltransferase (RNMT)
cullin 4A (CUL4A),
annexin A3 (ANXA3)

KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3 (KHDRBS3)
guanidinoacetate N-methyltransferase (GAMT),
midkine (neurite growth-promoting factor 2) (MDK),
translocator protein (18kDa) (TSPO), tv PBR-S
translocator protein (18kDa) (TSPO), tv PBR
basic, immunoglobulin-like variable motif containing (BIVM)
HECT, UBA and WWE domain containing 1 (HUWE1)
homeobox A6 (HOXAB)

THO complex 1 (THOC1)
anaphase promoting complex subunit 4 (ANAPC4)
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263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286

287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
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-2,46
-2,40
-2,42
1,82
-1,90
8,43
-23,42
2,24
-2,16
-2,01
2,38
-2,57
2,68
-2,28
-2,52
-3,79
1,84
1,96
-1,97
-2,23
-1,99
2,21
-1,97
-2,42

-1,99
1,83
4,17
1,87
-2,05
2,81

2,89
2,10
-2,00
-1,87
-2,80
1,96
-2,03
1,99
2,33
-2,04
-1,96
1,77
-1,97
-2,00
2,02
1,97
2,11

-2,06
-1,83
-2,08
2,19
2,02
2,02

1,18E-09
1,18E-09
1,21E-09
1,26E-09
1,26E-09
1,37E-09
1,48E-09
1,50E-09
1,57E-09
1,63E-09
1,63E-09
1,63E-09
1,64E-09
1,73E-09
1,80E-09
1,82E-09
1,82E-09
1,86E-09
1,87E-09
1,88E-09
1,90E-09
1,98E-09
2,07E-09
2,22E-09

2,25E-09
2,28E-09
2,31E-09
2,35E-09
2,39E-09
2,45E-09
2,53E-09
2,55E-09
2,62E-09
2,76E-09
2,95E-09
2,96E-09
3,00E-09
3,09E-09
3,09E-09
3,20E-09
3,23E-09
3,40E-09
3,55E-09
3,55E-09
3,56E-09
3,61E-09
3,61E-09
3,65E-09
3,66E-09
3,66E-09
3,67E-09
3,87E-09
3,96E-09

OGT
DYNC2H1
NUP188
TIMM23
ABCC4
ZNF22
BEX1
GPX4
ACBD7
FGFR4
H2AFY
TSPAN7
ARHGAP22
NMB
BEX5
LIN28B
GPS1
FAMS8A
SRPR
KDELR3
DFFA
ADCK2
COMMD6
MCM3APAS

BBS1
CLTB
KCTD12
ZMYM3
HHEX
CDX2
ID3
TIMM23
ASAP3
UCP2
VAMP8
RTKN
PGM2
SRF
PDzD4
C90RF6
HS,555260
C50RF51
ELP3
CISD2
ITGBS
HDACS8
NKX2-5
HS,535028
ABCC4
SEH1L
GJA1
TUSCA1
LAMP2

O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase
dynein, cytoplasmic 2, heavy chain 1 (DYNC2H1)
nucleoporin 188kDa (NUP188)
translocase of inner mitochondrial membrane 23 homolog (yeast) (TIMM23)
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4 (ABCC4)
zinc finger protein 22 (KOX 15) (ZNF22)
brain expressed, X-linked 1 (BEX1)
glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase) (GPX4),
PREDICTED: acyl-Coenzyme A binding domain containing 7 (ACBD7)
fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4),
H2A histone family, member Y (H2AFY),
tetraspanin 7 (TSPAN7)
Rho GTPase activating protein 22 (ARHGAP22)
neuromedin B (NMB),
brain expressed, X-linked 5 (BEX5)
lin-28 homolog B (C, elegans) (LIN28B)
G protein pathway suppressor 1 (GPS1),
family with sequence similarity 58, member A (FAM58A)
signal recognition particle receptor (docking protein) (SRPR)
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 (KDELR3),
DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide (DFFA),
aarF domain containing kinase 2 (ADCK2)
COMM domain containing 6 (COMMDS),

MCM3 minichromosome maintenance deficient 3 (S, cerevisiae) associated protein
antisense
Bardet-Biedl syndrome 1 (BBS1)

clathrin, light chain (Lcb) (CLTB),
potassium channel tetramerisation domain containing 12 (KCTD12)
zinc finger, MYM-type 3 (ZMYM3),
hematopoietically expressed homeobox (HHEX)
caudal type homeobox 2 (CDX2)
inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein (ID3)
translocase of inner mitochondrial membrane 23 homolog (yeast) (TIMM23)
ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 3 (ASAP3)
uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) (UCP2)
vesicle-associated membrane protein 8 (endobrevin) (VAMP8)
rhotekin (RTKN),
phosphoglucomutase 2 (PGM2)
serum response factor (c-fos serum response element-binding transcription factor)
PDZ domain containing 4 (PDZD4)
chromosome 9 open reading frame 6 (C9orf6)
17000532215901 GRN_ES cDNA 5, mRNA sequence
chromosome 5 open reading frame 51 (C5o0rf51)
elongation protein 3 homolog (S, cerevisiae) (ELP3)
CDGSH iron sulfur domain 2 (CISD2)
integrin, beta 5 (ITGB5) XM_944688 XM_944693
histone deacetylase 8 (HDACS)
NK2 transcription factor related, locus 5 (Drosophila) (NKX2-5)
cDNA: FLJ22720 fis, clone HS114320
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4 (ABCC4)
SEH1-like (S, cerevisiae) (SEH1L),
gap junction protein, alpha 1, 43kDa (GJA1)
tumor suppressor candidate 1 (TUSC1)
lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), tv LAMP2B
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316 -2,05 3,98E-09 CPXM1 carboxypeptidase X (M14 family), member 1 (CPXM1)

317 -2,04 3,98E-09 RAP2A RAP2A, member of RAS oncogene family (RAP2A)

318 1,92 4,01E-09 KIAA1279 KIAA1279 (KIAA1279)

319 -2,63 4,08E-09 RBP1 retinol binding protein 1, cellular (RBP1)

320 -2,58 4,09E-09 CDKN2C cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4) (CDKN2C),
321 -2,26 4,10E-09 HCP5 HLA complex P5 (HCP5)

322 2,23 4,15E-09 CAMK2N1 calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il inhibitor 1 (CAMK2N1)
323 2,60 4,15E-09 ABHDS8 abhydrolase domain containing 8 (ABHD8)

324 -2,02 4,18E-09 GALNT12 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 12
325 -2,08 4,19E-09 ZNF280D zinc finger protein 280D (ZNF280D),

326 -2,17 4,21E-09 ARMCX6 armadillo repeat containing, X-linked 6 (ARMCX®6),

327 -1,69 4,22E-09 SH3KBP1 SH3-domain kinase binding protein 1 (SH3KBP1),

328 -2,00 4,22E-09 ICA1 islet cell autoantigen 1, 69kDa (ICA1),

329 2,64 4,28E-09 KLHL22 kelch-like 22 (Drosophila) (KLHL22)

330 -1,82 4,34E-09 FRAG1 FGF receptor activating protein 1 (FRAG1)

331 -2,55 4,50E-09 TP53I13 tumor protein p53 inducible protein 3 (TP53I13),

332 -2,13 5,04E-09 FBX022 F-box protein 22 (FBX022),

333 -1,90 5,04E-09 EPHX2 epoxide hydrolase 2, cytoplasmic (EPHX2)

334 2,43 5,04E-09 CRYLA1 crystallin, lambda 1 (CRYL1)

335 1,87 5,04E-09 PMP22 peripheral myelin protein 22 (PMP22),

336 -2,30 5,04E-09 C130RF7 chromosome 13 open reading frame 7 (C13orf7)

337 2,51 5,07E-09 EYA1 eyes absent homolog 1 (Drosophila) (EYA1),

338 -2,72 5,18E-09 KBTBD11 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11 (KBTBD11)
339 -2,40 5,47E-09 CA12 carbonic anhydrase Xll (CA12),

340 -2,60 5,47E-09 ARHGEF5 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 5 (ARHGEF5)
341 -1,81 5,60E-09 CHN2 chimerin (chimaerin) 2 (CHN2),

342 -1,84 5,75E-09 ROR2 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 (ROR2)

343 -1,75 5,77E-09 TFDP1 transcription factor Dp-1 (TFDP1)

344 -1,82 5,77E-09 ABCB7 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 7 (ABCB7)
345 -2,16 5,84E-09 SLC7A3 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 3
346 2,32 5,99E-09 HS,4892 clone 24841 mRNA sequence

347 -5,27 6,13E-09 BCAT1 branched chain aminotransferase 1, cytosolic (BCAT1)

348 -2,50 6,26E-09 KRT8 keratin 8 (KRT8)

349 2,42 6,42E-09 HS,348844 cDNA FLJ41813 fis, clone NT2RI12011450

350 -1,88 6,42E-09 BIVM basic, immunoglobulin-like variable motif containing (BIVM)

351 -1,94 6,64E-09 HS,558212 Human HeLa mRNA isolated as a false positive in a two-hybrid-screen
352 -1,89 6,66E-09 PAQR?7 progestin and adipoQ receptor family member VII (PAQR7)

353 1,88 6,80E-09 TK1 thymidine kinase 1, soluble (TK1)

354 -2,11 6,96E-09 TMEMG69 transmembrane protein 69 (TMEM69)

355 -2,28 7,15E-09 BAPX1 bagpipe homeobox homolog 1 (Drosophila) (BAPX1)

356 1,89 7,21E-09 TCEAL1 transcription elongation factor A (Sll)-like 1 (TCEAL1),

357 2,39 7,25E-09 STRA13 stimulated by retinoic acid 13 homolog (mouse) (STRA13)

358 -1,77 7,80E-09 SLC35A2 solute carrier family 35 (UDP-galactose transporter), member A2 (SLC35A2),
359 -1,85 8,18E-09 FBXL21 F-box and leucine-rich repeat protein 21 (FBXL21)

360 2,35 8,43E-09 FAM125B family with sequence similarity 125, member B (FAM125B),

361 -2,08 8,96E-09 PPAT phosphoribosyl pyrophosphate amidotransferase (PPAT)

362 -1,87 9,08E-09 FNDC3A fibronectin type Il domain containing 3A (FNDC3A),

363 -1,95 9,31E-09 FNDC3A fibronectin type Ill domain containing 3A (FNDC3A),

364 1,67 9,72E-09 CTNNA1 catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa (CTNNA1)
365 2,55 9,94E-09 WNT3 wingless-type MMTYV integration site family, member 3 (WNT3)
366 2,35 1,00E-08 LRP3 low density lipoprotein receptor-related protein 3 (LRP3)

367 2,72 1,01E-08 METRN meteorin, glial cell differentiation regulator (METRN)

368 -1,74 1,03E-08 WDR12 WD repeat domain 12 (WDR12)
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369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
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-1,76
1,86
2,02
-2,55
2,00
-2,37
-2,36
1,85
-2,46
-1,74
-1,82
1,88
-1,93
-1,98
2,79
-1,76
-2,18
2,10
-1,72
2,11

2,22
2,34
2,09
-1,99
-1,84
2,19
-1,91
-2,06
2,12
-2,27
1,85
-2,10
-2,17
1,97
-2,13
-1,79
4,18
-1,75
1,76
1,82
-3,29
2,90
-1,85
2,28
1,91

-2,31
-1,83
2,10
1,89
-1,87
-1,80
-1,84
1,92

1,05E-08
1,06E-08
1,09E-08
1,15E-08
1,16E-08
1,16E-08
1,16E-08
1,22E-08
1,22E-08
1,22E-08
1,25E-08
1,25E-08
1,27E-08
1,28E-08
1,28E-08
1,29E-08
1,29E-08
1,30E-08
1,32E-08
1,33E-08
1,33E-08
1,33E-08
1,38E-08
1,38E-08
1,39E-08
1,42E-08
1,44E-08
1,46E-08
1,50E-08
1,51E-08
1,53E-08
1,56E-08
1,59E-08
1,60E-08
1,60E-08
1,60E-08
1,61E-08
1,66E-08
1,66E-08
1,66E-08
1,66E-08
1,73E-08
1,73E-08
1,74E-08
1,74E-08
1,79E-08
1,80E-08
1,81E-08
1,84E-08
1,92E-08
1,93E-08
1,93E-08
1,96E-08

LIMCH1
TSPAN17
FAM131A

NRIP3
SCARA3
ENOSF1

GPX3

TESK1

SPIN4
ZBTB44

FRAS1

NLGN2

TRIM56

TGFBR3
TMEM158
KIAA1712
PIBF1
HLA-DPA1

AFG3L2

ANAPC11
C100RF58
ZNF428
DPP7
PLACS8
TACSTD1
TFAP2A
TRO

SLAIN1

RABAC1

CUL4A

PTK7
ANKDD1A
DLEU1
TNFRSF21
LAMA4
MRPL49
ZNF83
SH3GLB2
CTNNA1
SAT2
GSTO2
PCDHB2
KBTBD10
RAI1
ANAPC11
CKMT1B
PAAF1
PTPRU
RORB
SORBS2
ACADS8
WDR12
ENY2

LIM and calponin homology domains 1 (LIMCH1)
tetraspanin 17 (TSPAN17),
family with sequence similarity 131, member A (FAM131A)
nuclear receptor interacting protein 3 (NRIP3)
scavenger receptor class A, member 3 (SCARA3),
enolase superfamily member 1 (ENOSF1)
glutathione peroxidase 3 (plasma) (GPX3)
testis-specific kinase 1 (TESK1)
spindlin family, member 4 (SPIN4)
zinc finger and BTB domain containing 44 (ZBTB44)
Fraser syndrome 1 (FRAS1)
neuroligin 2 (NLGN2)
tripartite motif-containing 56 (TRIM56)
transforming growth factor, beta receptor Il (TGFBR3)
transmembrane protein 158 (TMEM158)
KIAA1712 (KIAA1712)
progesterone immunomodulatory binding factor 1 (PIBF1)
major histocompatibility complex, class Il, DP alpha 1 (HLA-DPA1)
AFG3 ATPase family gene 3-like 2 (yeast) (AFG3L2),
anaphase promoting complex subunit 11 (ANAPC11),
chromosome 10 open reading frame 58 (C100rf58),
zinc finger protein 428 (ZNF428)
dipeptidyl-peptidase 7 (DPP7)
placenta-specific 8 (PLAC8)
tumor-associated calcium signal transducer 1 (TACSTD1)
transcription factor AP-2 alpha
trophinin (TRO),
SLAIN motif family, member 1 (SLAIN1),
Rab acceptor 1 (prenylated) (RABAC1)
cullin 4A (CUL4A),

PTKY protein tyrosine kinase 7 (PTK7), tv PTK7-2
ankyrin repeat and death domain containing 1A (ANKDD1A)
deleted in lymphocytic leukemia 1 (non-protein coding) (DLEU1), non-coding RNA,
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 (TNFRSF21)
laminin, alpha 4 (LAMA4)
mitochondrial ribosomal protein L49 (MRPL49),
zinc finger protein 83 (ZNF83)

SH3-domain GRB2-like endophilin B2 (SH3GLB2)
catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa (CTNNA1)
spermidine/spermine N1-acetyltransferase family member 2 (SAT2)
glutathione S-transferase omega 2 (GSTO2)
protocadherin beta 2 (PCDHB2)
kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 10 (KBTBD10)
retinoic acid induced 1 (RAI1)
anaphase promoting complex subunit 11 (ANAPC11),
creatine kinase, mitochondrial 1B (CKMT1B),
proteasomal ATPase-associated factor 1 (PAAF1)
protein tyrosine phosphatase, receptor type, U (PTPRU),
RAR-related orphan receptor B (RORB)
sorbin and SH3 domain containing 2 (SORBS2),
acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, member 8 (ACAD8),
WD repeat domain 12 (WDR12)
enhancer of yellow 2 homolog (Drosophila) (ENY2)
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422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474

Fernando Aprile Garcia

Anexo 2

2,56
-1,95
2,01

-1,99
2,05
1,95
1,75
-1,80
1,83
-1,73
2,79
-1,86
-1,74
-2,04
2,52
1,80
-1,83
-4,48
1,87
1,97
2,12
-1,86
-1,77
-2,09
2,22
1,94
-2,45
-1,59
2,26
4,18
-2,15
-2,31
1,83
2,72
-2,07
-1,99
-1,80
1,88
-2,62
-1,76
1,76
2,24
-1,95
1,74
2,49
-1,68
-1,64
-1,93
2,09
-1,61
-2,46
-1,74
2,02

1,98E-08
1,98E-08
2,00E-08
2,09E-08
2,11E-08
2,12E-08
2,15E-08
2,17E-08
2,18E-08
2,19E-08
2,20E-08
2,23E-08
2,25E-08
2,25E-08
2,25E-08
2,26E-08
2,38E-08
2,41E-08
2,44E-08
2,44E-08
2,47E-08
2,49E-08
2,62E-08
2,70E-08
2,72E-08
2,74E-08
2,77E-08
2,88E-08
2,89E-08
2,91E-08
2,96E-08
3,03E-08
3,04E-08
3,06E-08
3,14E-08
3,25E-08
3,27E-08
3,563E-08
3,60E-08
3,76E-08
3,79E-08
3,85E-08
3,91E-08
3,92E-08
3,93E-08
3,99E-08
4,09E-08
4,09E-08
4,10E-08
4,23E-08
4,25E-08
4,48E-08
4,50E-08

SULF1
AASDH
LPAR1
SLT™M
AKT1
ITGB5
TEAD3
THYNA1
TRAPPCS5
COL2A1
FBLN1
C110RF74
FUCA1
NR2E1
LPIN1
ZNF319
ATPGAP2
ITPR3
RBM9
SPATA20
LMNA
RTN3
FLJ39632
TAFOL
ZNF586
ITGB1
C130RF34
KLHL8
MID2
KLF2
UPF3A
DACH1
STAT6
SERTAD4
HIST1H2BJ
OSBPL10
ATP7B
GRINA
SPR
C90ORF78
C60RF125
APLP1
KRT18
WASF3
MGAT3
MIER1
CHEK1
EXTL2
CBX4
CHD1L
CKMT1A
SECISBP2
LGALS3BP

sulfatase 1 (SULF1)
aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase (AASDH)
lysophosphatidic acid receptor 1 (LPAR1),
SAFB-like, transcription modulator (SLTM),
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 (AKT1),
integrin, beta 5 (ITGB5) XM_944688 XM_944693
TEA domain family member 3 (TEAD3)
thymocyte nuclear protein 1 (THYN1),
trafficking protein particle complex 5 (TRAPPCS),
collagen, type I, alpha 1
fibulin 1 (FBLN1), tv C
chromosome 11 open reading frame 74 (C110rf74)
fucosidase, alpha-L- 1, tissue (FUCA1)
nuclear receptor subfamily 2, group E, member 1 (NR2E1)
lipin 1 (LPIN1)
zinc finger protein 319 (ZNF319)
ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 2 (ATP6AP2)
inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 3 (ITPR3)
RNA binding motif protein 9 (RBM9),
spermatogenesis associated 20 (SPATA20)
lamin A/C (LMNA),
reticulon 3 (RTN3),

PREDICTED: misc_RNA (FLJ39632), miscRNA,
TAF9-like RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor
zinc finger protein 586 (ZNF586)
integrin, beta 1
chromosome 13 open reading frame 34 (C130rf34)
kelch-like 8 (Drosophila) (KLHL8)
midline 2 (MID2),

Kruppel-like factor 2 (lung) (KLF2)

UPF3 regulator of nonsense transcripts homolog A (yeast) (UPF3A),
dachshund homolog 1 (Drosophila) (DACH1),
signal transducer and activator of transcription 6, interleukin-4 induced (STAT6)
SERTA domain containing 4 (SERTAD4)
histone cluster 1, H2bj (HIST1H2BJ)
oxysterol binding protein-like 10 (OSBPL10)

ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide (ATP7B),
glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-associated protein 1
sepiapterin reductase (7,8-dihydrobiopterin:-NADP+ oxidoreductase) (SPR)

chromosome 9 open reading frame 78 (C90rf78)
chromosome 6 open reading frame 125 (C6orf125)
amyloid beta (A4) precursor-like protein 1 (APLP1),
keratin 18 (KRT18),
WAS protein family, member 3 (WASF3)
mannosyl (beta-1,4-)-glycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase (MGAT3),
mesoderm induction early response 1 homolog (Xenopus laevis) (MIER1),
CHK1 checkpoint homolog (S, pombe) (CHEK1)
exostoses (multiple)-like 2 (EXTL2),
chromobox homolog 4 (Pc class homolog, Drosophila) (CBX4)
chromodomain helicase DNA binding protein 1-like (CHD1L)
creatine kinase, mitochondrial 1A (CKMT1A),
SECIS binding protein 2 (SECISBP2)
lectin, galactoside-binding, soluble, 3 binding protein (LGALS3BP)
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475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490

491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
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1,86
1,90
-2,07
1,79
-1,89
-1,69
-1,92
-1,85
-1,81
2,07
-1,85
2,14
1,70
-2,15
-3,20
-1,62

-1,79
1,86
-1,93
2,33
-1,84
-2,38
1,87
1,85
1,84
1,95
2,21

-1,67
-1,88
1,72
1,73
1,77
1,92
-1,61
1,79
1,86
-1,81
1,72
-1,63
2,13
2,64
-2,09
-1,80
1,76
-2,02
-1,89
-1,83
3,49
-1,81
-1,90
1,75
-1,88
-1,88

4,69E-08
4,75E-08
4,76E-08
4,84E-08
4,93E-08
5,00E-08
5,02E-08
5,11E-08
5,17E-08
5,17E-08
5,20E-08
5,27E-08
5,28E-08
5,31E-08
5,33E-08
5,33E-08

5,35E-08
5,46E-08
5,61E-08
5,74E-08
5,82E-08
6,06E-08
6,10E-08
6,28E-08
6,28E-08
6,28E-08
6,49E-08
6,56E-08
6,56E-08
6,56E-08
6,63E-08
6,65E-08
6,68E-08
6,69E-08
6,70E-08
6,70E-08
6,73E-08
6,78E-08
6,83E-08
6,88E-08
7,21E-08
7,29E-08
7,40E-08
7,42E-08
7,42E-08
7,49E-08
7,51E-08
7,51E-08
7,61E-08
7,65E-08
7,70E-08
7,70E-08
7,70E-08

BLVRA
PKIA
UBE1
MSRB3
SFRS2B
PSMG2
RPL34
UTP14C
CTSL2
FAM127A
CLCNKA
ZFPM1
C170RF61
KIAA0363
CD44
PAICS

STAT1
FAM195B
ABCE1
PALM
LOC653381
CHST7
NENF
C10RF106
BAD
KCTD8
TSPO
BAT2D1
RBM26
PDCL3
TCHP
NFXL1
LYGE
SPTLC1
SIRPA
CDR2L
CGN
NFYA
CYB5D1
FKBP1A
TBX2
PLAC1
HIBADH
MEA1
FLJ10986
CD59
PCID2
KLF6
PSD3
SLT™M
TIMP2
MNS1
LRRK1

biliverdin reductase A (BLVRA)
protein kinase (cCAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha (PKIA), tv 7
ubiquitin-activating enzyme E1 (UBE1),
methionine sulfoxide reductase B3 (MSRB3),
splicing factor, arginine/serine-rich 2B (SFRS2B)
proteasome (prosome, macropain) assembly chaperone 2 (PSMG2)
ribosomal protein L34 (RPL34),
UTP14, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog C (yeast) (UTP14C)
cathepsin L2 (CTSL2)
family with sequence similarity 127, member A (FAM127A)
chloride channel Ka (CLCNKA),
zinc finger protein, multitype 1 (ZFPM1)
chromosome 17 open reading frame 61 (C170rf61)
PREDICTED: KIAA0363 protein (KIAA0363)
CD44 molecule (Indian blood group) (CD44),

phosphoribosylaminoimidazole carboxylase,
phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide synthetase

signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa (STAT1), tv alpha
family with sequence similarity 195, member B (FAM195B),
ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 (ABCE1),
paralemmin (PALM),

PREDICTED: similar to Sorbitol dehydrogenase (L-iditol 2-dehydrogenase)
carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 7 (CHST7)
neuron derived neurotrophic factor (NENF)
chromosome 1 open reading frame 106 (C10rf106)
BCL2-antagonist of cell death (BAD),
potassium channel tetramerisation domain containing 8 (KCTD8)
translocator protein (18kDa) (TSPO), tv PBR
BAT2 domain containing 1 (BAT2D1)

RNA binding motif protein 26 (RBM26)
phosducin-like 3 (PDCL3)
trichoplein, keratin filament binding (TCHP)
nuclear transcription factor, X-box binding-like 1 (NFXL1)
lymphocyte antigen 6 complex, locus E (LYGE)
serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 1 (SPTLC1),
signal-regulatory protein alpha (SIRPA),
cerebellar degeneration-related protein 2-like (CDR2L)
cingulin (CGN)
nuclear transcription factor Y, alpha (NFYA),
cytochrome b5 domain containing 1 (CYB5D1)

FK506 binding protein 1A, 12kDa (FKBP1A), 2A
T-box 2 (TBX2)
placenta-specific 1 (PLAC1)
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase (HIBADH)
male-enhanced antigen 1 (MEA1)
hypothetical protein FLJ10986 (FLJ10986)

CD59 molecule, complement regulatory protein (CD59),

PCI domain containing 2 (PCID2)

Kruppel-like factor 6 (KLF6),
pleckstrin and Sec7 domain containing 3 (PSD3),
SAFB-like, transcription modulator (SLTM),

TIMP metallopeptidase inhibitor 2 (TIMP2)
meiosis-specific nuclear structural 1 (MNS1)
leucine-rich repeat kinase 1 (LRRK1)
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528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
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-1,96
1,76
1,92

1,95

1,94

-1,67
2,23

2,23

-1,60

-1,64
1,88

-1,64

-1,90
1,90

2,75
1,67

-1,89
1,81

-1,85

-1,66

-1,82
1,73

-1,80
1,91

-1,91
1,74

-1,88
1,75
3,17

2,95

-1,65

1,79

-1,81
1,83
1,81

2,03

-1,63
1,86

-1,90

-1,84

1,76
1,66

2,02
1,83
1,85
1,76
1,84
2,93
2,06
2,24

-1,66
2,58

1,71

7,97E-08
8,08E-08
8,16E-08
8,27E-08
8,33E-08
8,56E-08
8,63E-08
8,80E-08
8,81E-08
8,83E-08
8,94E-08
8,94E-08
8,94E-08
8,94E-08
8,99E-08
9,15E-08
9,18E-08
9,20E-08
9,22E-08
9,28E-08
9,28E-08
9,45E-08
9,50E-08
9,50E-08
9,50E-08
9,52E-08
9,52E-08
9,58E-08
9,70E-08
9,75E-08
9,76E-08
9,86E-08
1,02E-07
1,03E-07
1,03E-07
1,08E-07
1,08E-07
1,08E-07
1,08E-07
1,10E-07
1,11E-07
1,14E-07
1,14E-07
1,16E-07
1,16E-07
1,17E-07
1,18E-07
1,20E-07
1,23E-07
1,23E-07
1,23E-07
1,23E-07
1,24E-07

NEK1
CMTM3
ITGB1
CLIP3
ANKRD57
TIMM17B
C220RF36
PNMA2
CDK5RAP1
ATIC
CHCHD6
VCX
ARHGEF16
GPR137B
HIST1H2BK
DDX50
LAS1L
SLC2A6
HSD17B11
USP14
PLEKHB1
AES
SLC7A2
RILPL1
GART
TEX264
BDH1
NRBP1
KLF6
NEFM
MED28
ABCE1
ARMCX6
LEMD2
MED30
C130RF25
CLNS1A
POMZP3
RAB38
IMPA2
MOSPD2
SMOX
RGL1
E2F2
TIMP2
DDRGK1
PKIA
HBQ1
C100RF35
NRP1
UBAC2
TCEAL3
FUBP1

NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 1 (NEK1)
CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 3 (CMTM3),
integrin, beta 1
CAP-GLY domain containing linker protein 3 (CLIP3)
ankyrin repeat domain 57 (ANKRD57)
translocase of inner mitochondrial membrane 17 homolog B (yeast) (TIMM17B),
chromosome 22 open reading frame 36 (C220rf36)
paraneoplastic antigen MA2 (PNMAZ2)

CDKS5 regulatory subunit associated protein 1 (CDK5RAP1),
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 6 (CHCHDG6)
variable charge, X-linked (VCX)

Rho guanine exchange factor (GEF) 16 (ARHGEF16)

G protein-coupled receptor 137B (GPR137B)
histone cluster 1, H2bk (HIST1H2BK)

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 50 (DDX50)

LAS1-like (S, cerevisiae) (LAS1L)
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 6 (SLC2A6)
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11 (HSD17B11)
ubiquitin specific peptidase 14 (tRNA-guanine transglycosylase) (USP14),
pleckstrin homology domain containing, family B (evectins) member 1 (PLEKHB1)
amino-terminal enhancer of split (AES),
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 2
Rab interacting lysosomal protein-like 1 (RILPL1)
phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase
testis expressed 264 (TEX264)
3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1 (BDH1), ,
nuclear receptor binding protein 1 (NRBP1)

Kruppel-like factor 6 (KLF6),
neurofilament, medium polypeptide 150kDa (NEFM)
mediator complex subunit 28 (MED28)

ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 (ABCE1),
armadillo repeat containing, X-linked 6 (ARMCX6),

LEM domain containing 2 (LEMD2)
mediator complex subunit 30 (MED30)

PREDICTED: chromosome 13 open reading frame 25 (C130rf25)
chloride channel, nucleotide-sensitive, 1A (CLNS1A)

POM (POM121 homolog, rat) and ZP3 fusion (POMZP3),

RAB38, member RAS oncogene family (RAB38)
inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2 (IMPA2)
motile sperm domain containing 2 (MOSPD2)
spermine oxidase (SMOX),
ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 1 (RGL1)

E2F transcription factor 2 (E2F2)

TIMP metallopeptidase inhibitor 2 (TIMP2)

DDRGK domain containing 1 (DDRGK1)
protein kinase (cCAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha (PKIA),
hemoglobin, theta 1 (HBQ1)
chromosome 10 open reading frame 35 (C100rf35)
neuropilin 1 (NRP1),

UBA domain containing 2 (UBAC2)
transcription elongation factor A (Sll)-like 3 (TCEAL3),
far upstream element (FUSE) binding protein 1 (FUBP1)
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581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
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2,15
-1,76
-1,96
1,86
2,30
-1,63
-1,62
-1,81
2,14
-2,21
1,91
1,89
1,71
-1,91
-1,60
-1,99
1,98
2,31
1,65
-1,68
-2,02
-2,11
-1,62
-2,56
-1,63
1,90
1,72
2,03
1,75
-1,56
3,19
-2,80
2,04
1,74
1,71
-1,63
-1,65
2,06
-1,67
1,79
-1,68
-1,99
-1,62
2,10
-1,66
-1,88
1,78
1,82
1,87
-1,78
-1,92
-1,93
1,89

1,24E-07
1,24E-07
1,27E-07
1,27E-07
1,28E-07
1,30E-07
1,30E-07
1,30E-07
1,30E-07
1,32E-07
1,32E-07
1,35E-07
1,35E-07
1,39E-07
1,42E-07
1,42E-07
1,44E-07
1,47E-07
1,51E-07
1,51E-07
1,55E-07
1,55E-07
1,55E-07
1,55E-07
1,58E-07
1,59E-07
1,60E-07
1,60E-07
1,61E-07
1,62E-07
1,66E-07
1,69E-07
1,70E-07
1,70E-07
1,72E-07
1,72E-07
1,75E-07
1,76E-07
1,76E-07
1,76E-07
1,78E-07
1,87E-07
1,90E-07
1,92E-07
1,92E-07
1,92E-07
1,92E-07
1,93E-07
1,94E-07
1,94E-07
1,94E-07
1,96E-07
1,96E-07

ANKRD9
TMEM218
SUMO3
OAT
LHX2
BZwW2
MRPL21
SUMF2
LRRC20
IFITM2
LAMP2
RHBDF1
CREB3L4
LGALS3
C20RF34
TMEM216
SELM
LIN7B
KIF5B
SLC25A43
NASP
EML3
NONO
MNS1
ZFP106
C120RF35
ZFP106
SLC29A4
SQSTM1
B3GALT6
PPP2R2C
LOC286467
CCDC46
PKN3
XRCC5
CARKD
AKR1A1
VIM
C90RF6
THYN1
NSUN4
GPATCH3
MYO19
CPT1C
GAD1
ZNF519
DFFA
PSME1
SYT9
CREBZF
CPNE1
DKK3
AFF2

ankyrin repeat domain 9 (ANKRD9)
transmembrane protein 218 (TMEM218)
SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 3 (S, cerevisiae) (SUMO3)
ornithine aminotransferase (gyrate atrophy) (OAT),
LIM homeobox 2 (LHX2)
basic leucine zipper and W2 domains 2 (BZW2)
mitochondrial ribosomal protein L21 (MRPL21), ,
sulfatase modifying factor 2 (SUMF2),
leucine rich repeat containing 20 (LRRC20),
interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D) (IFITM2)
lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), tv LAMP2A
rhomboid 5 homolog 1 (Drosophila) (RHBDF1)
cAMP responsive element binding protein 3-like 4 (CREB3L4)
lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3) (LGALS3)
chromosome 2 open reading frame 34 (C20rf34)
transmembrane protein 216 (TMEM216)
selenoprotein M (SELM)
lin-7 homolog B (C, elegans) (LIN7B)
kinesin family member 5B (KIF5B)
solute carrier family 25, member 43 (SLC25A43)
nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) (NASP),
echinoderm microtubule associated protein like 3 (EML3)
non-POU domain containing, octamer-binding (NONO)
meiosis-specific nuclear structural 1 (MNS1)
zinc finger protein 106 homolog (mouse) (ZFP106)
chromosome 12 open reading frame 35 (C120rf35)
zinc finger protein 106 homolog (mouse) (ZFP106)
solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 4 (SLC29A4)
sequestosome 1 (SQSTM1)
UDP-Gal:betaGal beta 1,3-galactosyltransferase polypeptide 6 (B3GALT6)
protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B, gamma isoform
PREDICTED: hypothetical protein LOC286467 (LOC286467), misc RNA,
coiled-coil domain containing 46 (CCDC46),
protein kinase N3 (PKN3)
X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5
carbohydrate kinase domain containing (CARKD)
aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde reductase) (AKR1A1),
vimentin (VIM)
chromosome 9 open reading frame 6 (C9orf6)
thymocyte nuclear protein 1 (THYN1),
NOP2/Sun domain family, member 4 (NSUN4)
G patch domain containing 3 (GPATCH3)
myosin XIX (MYO19),
carnitine palmitoyltransferase 1C (CPT1C),
glutamate decarboxylase 1 (brain, 67kDa) (GAD1), tv GAD67
zinc finger protein 519 (ZNF519)
DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide (DFFA),
proteasome (prosome, macropain) activator subunit 1 (PA28 alpha) (PSME1),
synaptotagmin IX (SYT9)
CREB/ATF bZIP transcription factor (CREBZF)
copine | (CPNE1), tv 8
dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) (DKK3),
AF4/FMR2 family, member 2 (AFF2)
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634 2,18 1,96E-07 VPS37D vacuolar protein sorting 37 homolog D (S, cerevisiae) (VPS37D)

635 -1,54 1,96E-07 PTP4A2 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 2

636 -1,77 1,98E-07 SPA17 sperm autoantigenic protein 17 (SPA17)

637 -1,64 2,00E-07 DAGLA diacylglycerol lipase, alpha (DAGLA)

638 -1,73 2,01E-07 ZADH2 zinc binding alcohol dehydrogenase domain containing 2 (ZADH2)

639 -2,01 2,01E-07 LRRC49 leucine rich repeat containing 49 (LRRC49)

640 -1,74 2,02E-07 CWF19L2 CWF19-like 2, cell cycle control (S, pombe) (CWF19L2)

641 -1,78 2,02E-07 NUDT6 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 6 (NUDT6),

642 -1,61 2,06E-07 SLC25A24 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 24

643 -1,67 2,06E-07 DBT dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 (DBT),

644 -2,21 2,18E-07 C90RF9 chromosome 9 open reading frame 9 (C90rf9)

645 -1,88 2,18E-07 ARMCX2 armadillo repeat containing, X-linked 2 (ARMCX2)

646 1,87 2,18E-07 KLHDC8B kelch domain containing 8B (KLHDC8B)

647 2,08 2,18E-07 SMAD9 SMAD family member 9 (SMAD9)

648 -1,76 2,18E-07 WDR45 WD repeat domain 45 (WDR45),

649 1,82 2,19E-07 ZNF746 zinc finger protein 746 (ZNF746)

650 1,91 2,20E-07 RAB11FIP5 RAB11 family interacting protein 5 (class |) (RAB11FIP5)

651 -1,69 2,20E-07 SEH1L SEH1-like (S, cerevisiae) (SEH1L),

652 -2,38 2,22E-07 COLEC12 collectin sub-family member 12 (COLEC12)

653 -2,44 2,22E-07 MAFB v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian) (MAFB)

654 -1,64 2,24E-07 CCDC18 coiled-coil domain containing 18 (CCDC18)

655 -1,85 2,30E-07 LRRC8A leucine rich repeat containing 8 family, member A (LRRC8A)

656 -1,66 2,30E-07 CPSF3L cleavage and polyadenylation specific factor 3-like (CPSF3L)

657 -1,60 2,30E-07 PAICS phosphoribosylaminoimidazole carboxylase,
Phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide synthetase

658 -1,74 2,34E-07 TFDP1 transcription factor Dp-1 (TFDP1)

659 1,76 2,35E-07 COMMDS5 COMM domain containing 5 (COMMD5),

660 -1,74 2,36E-07 FUBP3 far upstream element (FUSE) binding protein 3 (FUBP3)

661 -1,65 2,39E-07 PIGA phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class A (PIGA),

662 1,65 2,39E-07 HAGH hydroxyacylglutathione hydrolase (HAGH), ,

663 -1,69 2,45E-07 DDB1 damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa (DDB1)

664 -1,98 2,46E-07 IPO7 importin 7 (IPO7)

665 -1,71 2,50E-07 TGFB1I1 transforming growth factor beta 1 induced transcript 1 (TGFB1I1),

666 -1,75 2,53E-07 ZRANB2 zinc finger, RAN-binding domain containing 2 (ZRANB2),

667 1,73 2,55E-07 CARHSP1 calcium regulated heat stable protein 1, 24kDa (CARHSP1),

668 1,99 2,60E-07 CSNK1D casein kinase 1, delta (CSNK1D),

669 1,89 2,60E-07 EIF1AX eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked (EIF1AX)

670 -1,59 2,61E-07 PAPSS1 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1 (PAPSS1)

671 -1,62 2,65E-07 STK4 serine/threonine kinase 4 (STK4)

672 -1,70 2,70E-07 TSR2 TSR2, 20S rRNA accumulation, homolog (S, cerevisiae) (TSR2)

673 -2,06 2,70E-07 FLJ20444 PREDICTED: hypothetical protein FLJ20444, (FLJ20444)

674 1,80 2,70E-07 RWDD2A RWD domain containing 2A (RWDD2A)

675 2,45 2,71E-07 C190RF4 chromosome 19 open reading frame 4 (C19orf4)

676 -1,62 2,94E-07 LDHC lactate dehydrogenase C (LDHC),

677 2,10 3,00E-07 SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4 (SOX4)

678 1,90 3,01E-07 PCDH18 protocadherin 18 (PCDH18)

679 1,57 3,01E-07 C90RF91 chromosome 9 open reading frame 91 (C90rf91)

680 -1,78 3,01E-07 P14K2B phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta (P14K2B)

681 -1,75 3,14E-07 GLDN gliomedin (GLDN)

682 2,20 3,18E-07 JAG2 jagged 2 (JAG2),

683 -1,65 3,19E-07 CEP192 centrosomal protein 192kDa (CEP192)

684 -1,65 3,20E-07 DNAJC24 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 24 (DNAJC24)

685 1,70 3,22E-07 SLC6A8 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, creatine), member 8 (SLC6A8)

686 1,79 3,24E-07 LZTS2 leucine zipper, putative tumor suppressor 2 (LZTS2)
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687 1,76 3,24E-07 TYSND1 trypsin domain containing 1 (TYSND1),

688 1,94 3,26E-07 HOXC4 homeobox C4 (HOXC4),

689 -1,63 3,28E-07 TARDBP TAR DNA binding protein (TARDBP)

690 -1,87 3,31E-07 CORO2A coronin, actin binding protein, 2A (CORO2A),

691 1,84 3,34E-07 CHST3 carbohydrate (chondroitin 6) sulfotransferase 3 (CHST3)

692 -1,64 3,36E-07 IGF2BP3 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 (IGF2BP3)
693 -1,69 3,49E-07 WDR19 WD repeat domain 19 (WDR19)

694 -2,11 3,49E-07 FTSJ1 FtsJ homolog 1 (E, coli) (FTSJ1),

695 2,16 3,55E-07 LINGO1 leucine rich repeat and Ig domain containing 1 (LINGO1)

696 -1,73 3,57E-07 IGBP1 immunoglobulin (CD79A) binding protein 1 (IGBP1)

697 -1,69 3,57E-07 SMOCH1 SPARC related modular calcium binding 1 (SMOC1),

698 -1,61 3,58E-07 EDNRB endothelin receptor type B (EDNRB),

699 -1,73 3,58E-07 ARID1A AT rich interactive domain 1A (SWI-like) (ARID1A),

700 -1,78 3,59E-07 RTN3 reticulon 3 (RTN3),

701 -1,69 3,62E-07 NUDT11 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 11 (NUDT11)
702 -2,00 3,64E-07 PTPN2 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2 (PTPN2),

703 1,69 3,65E-07 FLJ36492 hypothetical protein FLJ36492 (FLJ36492)

704 1,83 3,70E-07 C100RF72 chromosome 10 open reading frame 72 (C100rf72),

705 -1,70 3,72E-07 ALGS8 asparagine-linked glycosylation 8, alpha-1,3-glucosyltransferase homolog
706 -1,86 3,73E-07 MKX mohawk homeobox (MKX)

707 -1,52 3,75E-07 XPO7 exportin 7 (XPO7)

708 -1,74 3,77E-07 SLC35F2 solute carrier family 35, member F2 (SLC35F2)

709 -1,66 3,77E-07 CYBASC3 cytochrome b, ascorbate dependent 3 (CYBASC3)

710 1,67 3,80E-07 ZNF16 zinc finger protein 16 (ZNF16),

711 2,22 3,80E-07 GABRB1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 1 (GABRB1)
712 -1,79 3,86E-07 AKR1A1 aldo-keto reductase family 1, member A1 (aldehyde reductase) (AKR1A1),
713 1,70 3,86E-07 BRI3 brain protein 13 (BRI3)

714 -1,67 3,91E-07 NKX2-2 NK2 homeobox 2 (NKX2-2)

715 -1,80 3,91E-07 CYP2J2 cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2 (CYP2J2)
716 -1,72 3,93E-07 FLJ38482 hypothetical protein FLJ38482 (FLJ38482)

7 1,75 3,95E-07 ATP6VOE1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 9kDa, VO subunit e1 (ATP6VOE1)
718 1,67 4,11E-07 PPP2CB protein phosphatase 2 (formerly 2A), catalytic subunit, beta isoform (PPP2CB),
719 1,57 4,12E-07 ACO1 aconitase 1, soluble (ACO1)

720 2,01 4,22E-07 FAM129B family with sequence similarity 129, member B (FAM129B),

721 -1,59 4,23E-07 PIGK phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class K (PIGK)
722 -1,95 4,26E-07 HSD17B10 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 (HSD17B10), ,

723 -1,71 4,26E-07 uQccC ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex chaperone (UQCC), ,
724 -1,54 4,27E-07 C110RF46 chromosome 11 open reading frame 46 (C110rf46)

725 -1,67 4,32E-07 KIF4A kinesin family member 4A (KIF4A)

726 -1,76 4,33E-07 VPS36 vacuolar protein sorting 36 homolog (S, cerevisiae) (VPS36)

727 1,59 4,33E-07 C90RF46 chromosome 9 open reading frame 46 (C90rf46)

728 3,39 4,34E-07 PTH1R parathyroid hormone 1 receptor (PTH1R)

729 -1,99 4,41E-07 STK36 serine/threonine kinase 36, fused homolog (Drosophila) (STK36)
730 -1,76 4,47E-07 DDB1 PREDICTED: damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa (DDB1)
731 -1,76 4,57E-07 RPS27L ribosomal protein S27-like (RPS27L)

732 -1,97 4,59E-07 CNTNAP2 contactin associated protein-like 2 (CNTNAP2)

733 1,92 4,60E-07 TPM4 tropomyosin 4 (TPM4)

734 1,84 4,61E-07 ITGB1 integrin, beta 1

735 -1,73 4,63E-07 CHMP1B chromatin modifying protein 1B (CHMP1B)

736 -1,68 4,68E-07 SORL1 sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats-containing (SORL1)
737 -1,71 4,69E-07 USP44 ubiquitin specific peptidase 44 (USP44),

738 -1,78 4,72E-07 CCNH cyclin H (CCNH)

739 -2,18 4,75E-07 CHM choroideremia (Rab escort protein 1) (CHM),
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740
41
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
7
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
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-1,81
-1,80
1,91

1,84
1,85
1,62
-1,69
-1,66
1,63
-1,61
1,71
-1,65
-1,99
-1,57
-1,55
2,02
-1,86
1,60
2,32
1,91

1,96
-1,65
1,67
1,70
-1,90
-1,61
2,00
-2,05
-2,23
-1,64
1,81

1,60
1,72
1,73
-1,61
1,86
-1,61
-1,66
-1,86
-1,67
-1,67
-2,06
-2,36
1,78
1,88
1,90
2,13
2,20
1,83
-1,54
1,66
-3,62
1,86

4,78E-07
4,82E-07
4,83E-07
4,88E-07
4,88E-07
4,88E-07
4,91E-07
4,91E-07
4,91E-07
4,94E-07
5,07E-07
5,17E-07
5,20E-07
5,21E-07
5,22E-07
5,26E-07
5,27E-07
5,27E-07
5,28E-07
5,35E-07
5,35E-07
5,35E-07
5,35E-07
5,36E-07
5,37E-07
5,564E-07
5,564E-07
5,54E-07
5,71E-07
5,72E-07
5,76E-07
5,89E-07
5,95E-07
6,12E-07
6,16E-07
6,17E-07
6,19E-07
6,19E-07
6,39E-07
6,42E-07
6,42E-07
6,47E-07
6,48E-07
6,59E-07
6,61E-07
6,63E-07
6,64E-07
6,64E-07
6,65E-07
6,66E-07
6,66E-07
6,72E-07
6,72E-07

KLF12
HS,326560
KCNQ2
SAP30L
FICD
RING1
LAMP3
CDCA2
SGCE
WBSCR22
ACADM
FAMB1A
HERC5
PPT1
RSBN1L
ATF5
BACE2
ISL2
TYSND1
RAB40B
HMGB1
CRYZ
CD99L2
FAM110B
SuUSD1
GSS
NOTCH3
PARP14
LAP3
PRMT3
RHOC
AATF
CBORF192
GJA3
IL17D
C110RF70
TMEM80
IFI135
SUMF2
AGTPBP1
USP24
SERPINI1
CLK1
GRIPAP1
TRIM8
HSPC159
HLA-B
IRS4
CBORF153
KLRG1
ZNF318
SH3BGRL
SCARF2

Kruppel-like factor 12 (KLF12)

PREDICTED: LOC440151 (LOC440151), mRNA
potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 2 (KCNQZ2),
SAP30-like (SAP30L)

FIC domain containing (FICD)
ring finger protein 1 (RING1)
lysosomal-associated membrane protein 3 (LAMP3)
cell division cycle associated 2 (CDCA2)
sarcoglycan, epsilon (SGCE),

Williams Beuren syndrome chromosome region 22 (WBSCR22)
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to C-12 straight chain (ACADM),
family with sequence similarity 81, member A (FAM81A)
hect domain and RLD 5 (HERCS5)
palmitoyl-protein thioesterase 1 (ceroid-lipofuscinosis, neuronal 1, infantile) (PPT1)
round spermatid basic protein 1-like (RSBN1L)
activating transcription factor 5 (ATF5)
beta-site APP-cleaving enzyme 2 (BACE2), tv b
ISL LIM homeobox 2 (ISL2)
trypsin domain containing 1 (TYSND1),

RAB40B, member RAS oncogene family (RAB40B)
high-mobility group box 1 (HMGB1)
crystallin, zeta (quinone reductase) (CRYZ)

CD99 molecule-like 2 (CD99L2),
family with sequence similarity 110, member B (FAM110B)
sushi domain containing 1 (SUSD1)
glutathione synthetase (GSS)

Notch homolog 3 (Drosophila) (NOTCH3)
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 (PARP14)
leucine aminopeptidase 3 (LAP3)
protein arginine methyltransferase 3 (PRMT3)
ras homolog gene family, member C (RHOC),
apoptosis antagonizing transcription factor (AATF)
chromosome 6 open reading frame 192 (C60rf192)
gap junction protein, alpha 3, 46kDa (GJA3)
interleukin 17D (IL17D)
chromosome 11 open reading frame 70 (C110rf70)
transmembrane protein 80 (TMEM80),
interferon-induced protein 35 (IFI135)
sulfatase modifying factor 2 (SUMF2),

ATP/GTP binding protein 1 (AGTPBP1)
ubiquitin specific peptidase 24 (USP24)
serpin peptidase inhibitor, clade | (neuroserpin), member 1 (SERPINI1)
CDC-like kinase 1 (CLK1)

GRIP1 associated protein 1 (GRIPAP1),
tripartite motif-containing 8 (TRIM8)
galectin-related protein (HSPC159)
major histocompatibility complex, class |, B (HLA-B)
insulin receptor substrate 4 (IRS4)
chromosome 6 open reading frame 153 (C60rf153)
killer cell lectin-like receptor subfamily G, member 1 (KLRG1)
zinc finger protein 318 (ZNF318)

SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like (SH3BGRL)
scavenger receptor class F, member 2 (SCARF2),
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793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829

830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840

841
842
843
844
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1,63
1,70
-1,54
-1,68
-2,20
-1,63
1,71
-1,51
-1,53
1,85
-1,88
-1,59
1,95
-2,32
-1,60
1,78
1,76
1,58
-1,61
-1,81
-1,65
1,94
1,64
2,04
1,76
-2,96
-2,02
1,65
-1,69
-1,68
-1,53
1,75
1,62
1,57
-1,62
2,41

-1,69

-1,66
1,72
1,78
1,93
1,77
-1,94
-1,58
-1,69
1,74
1,76
1,77

-1,61
-2,46
-1,70
1,85

6,74E-07
6,76E-07
6,90E-07
6,93E-07
6,95E-07
7,03E-07
7,36E-07
7,42E-07
7,44E-07
7,45E-07
7,48E-07
7,55E-07
7,66E-07
7,70E-07
7,70E-07
7,72E-07
7,84E-07
7,87E-07
7,88E-07
8,04E-07
8,04E-07
8,21E-07
8,27E-07
8,30E-07
8,33E-07
8,36E-07
8,40E-07
8,42E-07
8,44E-07
8,44E-07
8,47E-07
8,47E-07
8,63E-07
8,73E-07
8,73E-07
8,79E-07
8,89E-07

8,94E-07
8,95E-07
8,95E-07
8,97E-07
9,12E-07
9,12E-07
9,34E-07
9,36E-07
9,36E-07
9,37E-07
9,51E-07

9,80E-07
9,90E-07
9,96E-07
1,00E-06

C70RF47
TRAPPC9
CEPT1
AGL
SUMF1
NCOA3
ZSWIM5
ENOPH1
PRPF38A
RHOC
TSC1
COL24A1
PCDH10
RFTNA1
LOC646817
CHFR
KIFCA1
PTS
DDX56
GNL3L
GGCT
PDIA3P
C60RF129
ACTG1
CDC42EP1
QPRT
DIDO1
CERK
RIPK1
METTL7B
SUGT1
C190RF12
NFKBIA
ALG9
HDACG6
VIM
STT3A

COPS8
ARFGAP3
ZNF828
PRDM16
PRKAB2
HADH2
VIPR1
TPP1
UBA6
PTMS
DGCR5

CLCNG6
LAMA4
AGL
NCK2

chromosome 7 open reading frame 47 (C70rf47)
trafficking protein particle complex 9 (TRAPPC9)
choline/ethanolamine phosphotransferase 1 (CEPT1),
amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase (AGL),
sulfatase modifying factor 1 (SUMF1)
nuclear receptor coactivator 3 (NCOA3),
zinc finger, SWIM-type containing 5 (ZSWIM5)
enolase-phosphatase 1 (ENOPH1)
PRP38 pre-mRNA processing factor 38 (yeast) domain containing A (PRPF38A)
ras homolog gene family, member C (RHOC),
tuberous sclerosis 1 (TSC1),
collagen, type XXIV, alpha 1 (COL24A1)
protocadherin 10 (PCDH10),
raftlin, lipid raft linker 1 (RFTN1)
PREDICTED: similar to Protein SET (Phosphatase 2A inhibitor I2PP2A) (I-2PP2A)
checkpoint with forkhead and ring finger domains (CHFR)
kinesin family member C1 (KIFC1)
6-pyruvoyltetrahydropterin synthase (PTS)
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56 (DDX56)
guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)-like (GNL3L)
gamma-glutamyl cyclotransferase (GGCT)
protein disulfide isomerase family A, member 3 pseudogene (PDIA3P), non-coding RNA,
chromosome 6 open reading frame 129 (C6orf129)
actin, gamma 1 (ACTG1)
CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 1 (CDC42EP1),
quinolinate phosphoribosyltransferase (QPRT)
death inducer-obliterator 1 (DIDO1),
ceramide kinase (CERK),
receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1 (RIPK1)
methyltransferase like 7B (METTL7B)
SGT1, suppressor of G2 allele of SKP1 (S, cerevisiae) (SUGT1)
chromosome 19 open reading frame 12 (C190rf12),
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
asparagine-linked glycosylation 9, alpha-1,2-mannosyltransferase homolog
histone deacetylase 6 (HDACG)
vimentin (VIM)

STT3, subunit of the oligosaccharyltransferase complex, homolog A (S, cerevisiae)
(STT3A)
COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 8 (Arabidopsis) (COPS8),

ADP-ribosylation factor GTPase activating protein 3 (ARFGAP3)
zinc finger protein 828 (ZNF828)
PR domain containing 16 (PRDM16),
protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic subunit (PRKAB2)
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, type Il (HADH2),
vasoactive intestinal peptide receptor 1 (VIPR1)
tripeptidyl peptidase | (TPP1)
ubiquitin-like modifier activating enzyme 6 (UBAG)
parathymosin (PTMS)

DiGeorge syndrome critical region gene 5 (non-protein coding) (DGCRS5), non-coding
RNA,
chloride channel 6 (CLCN®G), tv CIC-6a

laminin, alpha 4 (LAMA4)
amylo-1, 6-glucosidase, 4-alpha-glucanotransferase (AGL),
NCK adaptor protein 2 (NCK2),
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845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890

891
892
893
894
895
896
897
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-1,55
-1,63
2,03
-1,62
-2,02
1,57
-1,90
-1,84
-1,88
1,61

-1,82
-1,76
1,62

-1,79
-1,97
3,25
1,96
-1,61
-1,83
1,71
-1,97
-1,66
1,72

-1,52
1,67
-1,85
1,75
1,75
-1,68
-1,63
-1,64
1,74
-1,56
1,81

-1,60
2,37
1,64
-1,62
1,58
-1,55
-1,61
-1,66
-1,61
-1,61
-1,61
1,96

-1,94
-1,92
-1,60
1,74
1,84
-1,61
1,91

1,02E-06
1,03E-06
1,03E-06
1,03E-06
1,04E-06
1,04E-06
1,06E-06
1,07E-06
1,07E-06
1,07E-06
1,07E-06
1,08E-06
1,08E-06
1,08E-06
1,10E-06
1,10E-06
1,11E-06
1,11E-06
1,12E-06
1,13E-06
1,15E-06
1,15E-06
1,16E-06
1,17E-06
1,17E-06
1,18E-06
1,20E-06
1,20E-06
1,21E-06
1,23E-06
1,23E-06
1,25E-06
1,25E-06
1,25E-06
1,26E-06
1,29E-06
1,29E-06
1,31E-06
1,32E-06
1,32E-06
1,32E-06
1,32E-06
1,33E-06
1,33E-06
1,34E-06
1,36E-06

1,37E-06
1,37E-06
1,38E-06
1,38E-06
1,38E-06
1,39E-06
1,39E-06

INTS12
ACADL
ZNF700
ABHD10
PIM2
CPNE3
CLGN
KLHDC9
HS,383564
ANXAG
KLF5
BCOR
DNCL1
PRKCH
PROCR
LGALS1
ZNF239
NHS
TNFRSF10B
ABHD3
FOXRED1
PCCA
NETO2
PDHA1
TOP3A
TLE4
DDX19B
GRM8
LRBA
HNF4A
SDCCAG3
HS,335413
C20RF25
CCNY
PLRG1
SOX21
LSMD1
ADARB1
ABCB9
EIF3M
C40RF29
PCNT
C5
C200RF72
TMED5
GALNTLA1

C100RF41
DEAF1
C70RF10
SFRS13B
UNC119
IGDCC4
CSRP2

integrator complex subunit 12 (INTS12)
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long chain (ACADL),
zinc finger protein 700 (ZNF700)
abhydrolase domain containing 10 (ABHD10)
pim-2 oncogene (PIM2)
copine Ill (CPNE3)
calmegin (CLGN)
kelch domain containing 9 (KLHDC9),
mRNA for KIAA0574 protein, partial cds
annexin A6 (ANXAGB),
Kruppel-like factor 5 (intestinal) (KLF5)
BCL6 co-repressor (BCOR),
dynein, cytoplasmic, light polypeptide 1 (DNCL1)
protein kinase C, eta (PRKCH)
protein C receptor, endothelial (EPCR) (PROCR)
lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (LGALS1)
zinc finger protein 239 (ZNF239),

Nance-Horan syndrome (congenital cataracts and dental anomalies) (NHS),
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b (TNFRSF10B),
abhydrolase domain containing 3 (ABHD3)
FAD-dependent oxidoreductase domain containing 1 (FOXRED1)
propionyl Coenzyme A carboxylase, alpha polypeptide (PCCA), ,
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 (NETO2)
pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 (PDHA1)
topoisomerase (DNA) Il alpha (TOP3A)
transducin-like enhancer of split 4 (E(sp1) homolog, Drosophila) (TLE4)
DEAD (Asp-Glu-Ala-As) box polypeptide 19B (DDX19B),
glutamate receptor, metabotropic 8 (GRM8)
LPS-responsive vesicle trafficking, beach and anchor containing (LRBA)
hepatocyte nuclear factor 4, alpha (HNF4A),
serologically defined colon cancer antigen 3 (SDCCAG3),

Homo sapiens, clone IMAGE:5241654, mRNA
chromosome 2 open reading frame 25 (C20rf25)
cyclin Y (CCNY),
pleiotropic regulator 1 (PRL1 homolog, Arabidopsis) (PLRG1)
SRY (sex determining region Y)-box 21 (SOX21)

LSM domain containing 1 (LSMD1)
adenosine deaminase, RNA-specific, B1 (RED1 homolog rat) (ADARB1),
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 9 (ABCB9),
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit M (EIF3M)
chromosome 4 open reading frame 29 (C40rf29)
pericentrin (PCNT)
complement component 5 (C5)
chromosome 20 open reading frame 72 (C200rf72)
transmembrane emp24 protein transport domain containing 5 (TMEDS5)
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase-like
1

PREDICTED: chromosome 10 open reading frame 41 (C100rf41)
PREDICTED: deformed epidermal autoregulatory factor 1 (Drosophila) (DEAF1)
chromosome 7 open reading frame 10 (C70rf10)
splicing factor, arginine/serine-rich 13B (SFRS13B)
unc-119 homolog (C, elegans) (UNC119),
immunoglobulin superfamily, DCC subclass, member 4 (IGDCC4)
cysteine and glycine-rich protein 2 (CSRP2)
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898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
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-1,66
-1,97
1,72
-1,61
2,13
1,67
2,28
-1,84
-1,52
1,62
-1,90
-1,64
1,57
2,33
1,58
-1,69
1,60
2,14
-1,64
-1,65
-2,08
-1,89
1,68
-1,59
-1,57
3,55
-1,67
1,89
1,76
1,97
2,12
1,53
1,64
1,73
-1,80
-1,80
-1,92
1,71
1,64
1,96
2,01

1,73
1,62
1,80
-1,66
1,66
-1,57
-1,64
-1,58
-1,58
2,27
1,76
-1,56

1,40E-06
1,40E-06
1,40E-06
1,41E-06
1,42E-06
1,44E-06
1,45E-06
1,46E-06
1,51E-06
1,52E-06
1,54E-06
1,55E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,56E-06
1,57E-06
1,58E-06
1,60E-06
1,61E-06
1,61E-06
1,62E-06
1,63E-06
1,64E-06
1,65E-06
1,65E-06
1,66E-06
1,67E-06
1,67E-06
1,68E-06
1,69E-06
1,72E-06
1,72E-06
1,73E-06
1,74E-06
1,76E-06
1,78E-06
1,79E-06
1,79E-06
1,79E-06
1,81E-06
1,83E-06
1,86E-06
1,86E-06
1,86E-06
1,88E-06
1,89E-06
1,93E-06

DSC3
TGDS
MOSC2
SKP2
LINGO2
PEMT
TCEAL3
PIGB
PRDX6
C20RF76
NUP160
CDH1
CREG1
ZNF25
EMD
CPVL
GNA12
TMEM54
PCMTD2
APLP2
ADAP2
NME7
GRK5
DHX40
CDC16
BST2
MFSD10
ZBTB45
ACSL4
PDIA3P
TIGD5
EIF4A3
P4HB
RNF113A
C10RF97
CTSB
PPIA
OCIAD1
CCNY
ADM
HMGB1L1
SLC39A3
BUD31
ZNF536
CYCs
FRMDG6
EPB41L3
INTS10
SH2D4A
NELF
NMNAT2
ARG2
CDC16

desmocollin 3 (DSC3), tv Dsc3b
TDP-glucose 4,6-dehydratase (TGDS)

MOCO sulphurase C-terminal domain containing 2 (MOSC2)
S-phase kinase-associated protein 2 (p45) (SKP2),
leucine rich repeat and Ig domain containing 2 (LINGO2)
phosphatidylethanolamine N-methyltransferase (PEMT), ,
transcription elongation factor A (Sll)-like 3 (TCEALS3),
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class B (PIGB)
peroxiredoxin 6 (PRDX6)
chromosome 2 open reading frame 76 (C20rf76)
nucleoporin 160kDa (NUP160)
cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) (CDH1)
cellular repressor of E1A-stimulated genes 1 (CREG1)
zinc finger protein 25 (ZNF25)
emerin (Emery-Dreifuss muscular dystrophy) (EMD)
carboxypeptidase, vitellogenic-like (CPVL),
guanine nucleotide binding protein (G protein) alpha 12 (GNA12)
transmembrane protein 54 (TMEM54)
protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain containing 2 (PCMTD2)
amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 (APLP2)
ArfGAP with dual PH domains 2 (ADAP2)
non-metastatic cells 7, protein expressed in (nucleoside-diphosphate kinase) (NME7),
G protein-coupled receptor kinase 5 (GRKS5)

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40 (DHX40)
cell division cycle 16 homolog (S, cerevisiae) (CDC16),
bone marrow stromal cell antigen 2 (BST2)
major facilitator superfamily domain containing 10 (MFSD10)
zinc finger and BTB domain containing 45 (ZBTB45)
acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 (ACSL4),
protein disulfide isomerase family A, member 3 pseudogene (PDIA3P), non-coding RNA,
tigger transposable element derived 5 (TIGD5)
eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 3 (EIF4A3)
prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide (P4HB)
ring finger protein 113A (RNF113A)
chromosome 1 open reading frame 97 (C10rf97)
cathepsin B (CTSB),
peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) (PPIA)

OCIA domain containing 1 (OCIAD1)
cyclin Y (CCNY),
adrenomedullin (ADM)
high-mobility group box 1-like 1 (HMGB1L1)
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 3 (SLC39A3),
BUD31 homolog (S, cerevisiae) (BUD31)
zinc finger protein 536 (ZNF536)
cytochrome c, somatic (CYCS),

FERM domain containing 6 (FRMD6)
erythrocyte membrane protein band 4,1-like 3 (EPB41L3)
integrator complex subunit 10 (INTS10)

SH2 domain containing 4A (SH2D4A)
nasal embryonic LHRH factor (NELF)
nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 2 (NMNAT2),
arginase, type Il (ARG2),
cell division cycle 16 homolog (S, cerevisiae) (CDC16),
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951
952
953
954
955
956
957
958
959
960
961
962
963
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
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1,72
1,57
-1,62
-1,69
-1,61
1,68
-1,69
-2,04
-1,66
-1,70
1,71
-1,90
1,70
1,56
2,36
1,68
2,00
1,77
-1,84
-1,61
-1,74
-1,65
-1,67
-1,67
1,57
1,56
1,53
-1,76
1,51

-1,52
1,55
2,03
-1,70
2,22
-1,70
1,60
-1,64
1,84
1,68
1,63
1,78
1,57
1,66
-1,56
-1,58
2,16
1,74
1,62
1,54
1,56
1,64
-1,98
1,73

1,94E-06
1,94E-06
1,94E-06
2,00E-06
2,04E-06
2,04E-06
2,12E-06
2,12E-06
2,14E-06
2,15E-06
2,16E-06
2,17E-06
2,18E-06
2,20E-06
2,20E-06
2,22E-06
2,22E-06
2,22E-06
2,24E-06
2,24E-06
2,26E-06
2,29E-06
2,29E-06
2,31E-06
2,34E-06
2,36E-06
2,36E-06
2,40E-06
2,41E-06
2,41E-06
2,41E-06
2,44E-06
2,46E-06
2,46E-06
2,46E-06
2,48E-06
2,49E-06
2,52E-06
2,53E-06
2,53E-06
2,53E-06
2,54E-06
2,54E-06
2,54E-06
2,55E-06
2,56E-06
2,58E-06
2,60E-06
2,61E-06
2,61E-06
2,64E-06
2,65E-06
2,67E-06

RIPK2
NCOA4
HIBCH
MTRR
DACH2
ARHGAP21
PPA2
GCA
EED
BCKDHB
USP14
ARHGEF4
PPM1F
RAB34
RASIP1
YIPF3
ZNF502
UPF3A
KRTDAP
UGDH
TMEM137
PRDX4
SPINK2
ALG8
MRE11A
GNB2
GCHFR
ARID3B
MTDH
SSB
C20RF7
VCL
ZMYM1
FNDC1
LOC647346
ARF5
HSPC171
RPUSD1
HMGA1
H2AFY2
LOC440145
FTSJ1
RGS10
POLD3
MRPL50
CYP4X1
LETMD1
HECTD3
EVL
C60RF64
SNX17
S100A11
PPP2CB

receptor-interacting serine-threonine kinase 2 (RIPK2)
nuclear receptor coactivator 4 (NCOA4)
3-hydroxyisobutyryl-Coenzyme A hydrolase (HIBCH), ,
5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase (MTRR),
dachshund homolog 2 (Drosophila) (DACH2)
Rho GTPase activating protein 21 (ARHGAP21)
pyrophosphatase (inorganic) 2 (PPA2), ,
grancalcin, EF-hand calcium binding protein (GCA)
embryonic ectoderm development (EED),
branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide
ubiquitin specific peptidase 14 (tRNA-guanine transglycosylase) (USP14),
Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 (ARHGEF4),
protein phosphatase 1F (PP2C domain containing) (PPM1F)
RAB34, member RAS oncogene family (RAB34)
Ras interacting protein 1 (RASIP1)
Yip1 domain family, member 3 (YIPF3)
zinc finger protein 502 (ZNF502)

UPF3 regulator of nonsense transcripts homolog A (yeast) (UPF3A),
keratinocyte differentiation-associated protein (KRTDAP)
UDP-glucose dehydrogenase (UGDH)

PREDICTED: transmembrane protein 137 (TMEM137), misc RNA,
peroxiredoxin 4 (PRDX4)
serine peptidase inhibitor, Kazal type 2 (acrosin-trypsin inhibitor) (SPINK2)
asparagine-linked glycosylation 8, alpha-1,3-glucosyltransferase homolog
MRE11 meiotic recombination 11 homolog A (S, cerevisiae) (MRE11A),
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2 (GNB2)
GTP cyclohydrolase | feedback regulator (GCHFR)

AT rich interactive domain 3B (BRIGHT-like) (ARID3B)
metadherin (MTDH)

Sjogren syndrome antigen B (autoantigen La) (SSB)
chromosome 2 open reading frame 7 (C20rf7)
vinculin (VCL),
zinc finger, MYM-type 1 (ZMYM1)
fibronectin type 11l domain containing 1 (FNDC1)
PREDICTED: similar to Alcohol dehydrogenase class 3 chi chain
ADP-ribosylation factor 5 (ARF5)

HSPC171 protein (HSPC171)

RNA pseudouridylate synthase domain containing 1 (RPUSD1)
high mobility group AT-hook 1 (HMGA1),

H2A histone family, member Y2 (H2AFY2)
similar to RIKEN cDNA 2410129H14 (LOC440145)

FtsJ homolog 1 (E, coli) (FTSJ1),
regulator of G-protein signaling 10 (RGS10),
polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit (POLD3)
mitochondrial ribosomal protein L50 (MRPL50),
cytochrome P450, family 4, subfamily X, polypeptide 1 (CYP4X1)
LETM1 domain containing 1 (LETMD1),

HECT domain containing 3 (HECTD3)

Enah/Vasp-like (EVL)
chromosome 6 open reading frame 64 (C60rf64)
sorting nexin 17 (SNX17)

S100 calcium binding protein A11 (S100A11)
protein phosphatase 2 (formerly 2A), catalytic subunit, beta isoform (PPP2CB),
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1004

1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
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-1,68

-1,54
-1,61
1,80
1,71
-1,98
-1,58
-1,52
1,76
1,58
1,94
1,54
2,48
1,57
-1,63
1,55
-1,55
-1,64
-1,74
1,51
1,74
1,81

1,93
1,52
-1,53
1,55
-1,62
-1,53
2,27
-1,53
1,87
-1,55
1,72

1,58
1,79
-1,63
-1,56
-1,56
1,69
1,99
1,65
-1,80
-1,62
1,71
-1,68
1,57
1,62
1,73
1,71
-1,52
1,50
-1,95
1,79

2,71E-06

2,71E-06
2,75E-06
2,78E-06
2,78E-06
2,78E-06
2,78E-06
2,79E-06
2,83E-06
2,84E-06
2,85E-06
2,86E-06
2,86E-06
2,87E-06
2,88E-06
2,89E-06
2,90E-06
2,91E-06
2,92E-06
2,92E-06
2,92E-06
2,94E-06
2,94E-06
2,94E-06
2,96E-06
3,04E-06
3,05E-06
3,05E-06
3,06E-06
3,08E-06
3,08E-06
3,08E-06
3,14E-06
3,14E-06
3,14E-06
3,14E-06
3,14E-06
3,16E-06
3,18E-06
3,18E-06
3,20E-06
3,20E-06
3,20E-06
3,21E-06
3,24E-06
3,33E-06
3,34E-06
3,36E-06
3,37E-06
3,37E-06
3,38E-06
3,38E-06
3,39E-06

AASDHPPT

ZNF770
ELOVL6
GUK1
DAK
SLC6A15
C120RF24
LOC646567
LRFN3
MASTL
NUP50
HDHD3
HIST1H2BK
FBXW7
AGPS
HK1
SKAP2
ZDHHC18
ADARB1
PSTK
NR2C2AP
REEP2
HS,531457
ABCB6
C110RF54
LOC401218
SLC44A3
MPP6
SEZ6L2
TBC1D15
ZYX
HLA-DOA
TKT
HYAL2
CLEC11A
CLCN3
ACSM3
HS,25892
ARL5B
JMJD1C
CD63
CPNE1
CEPT1
WDR77
CTPS2
FLRT2
HPSE
PCBP4
FAM149A
DNAJC10
RAB24
C200RF177
C30RF14

aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl transferase (AAS-
DHPPT)
zinc finger protein 770 (ZNF770)

ELOVL family member 6, elongation of long chain fatty acids
guanylate kinase 1 (GUK1)
dihydroxyacetone kinase 2 homolog (S, cerevisiae) (DAK)
solute carrier family 6, member 15 (SLC6A15),
chromosome 12 open reading frame 24 (C120rf24)
PREDICTED: similar to HSPC307 (LOC646567)
leucine rich repeat and fibronectin type Ill domain containing 3 (LRFN3)
microtubule associated serine/threonine kinase-like (MASTL)
nucleoporin 50kDa (NUP50),
haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 3 (HDHD3)
histone cluster 1, H2bk (HIST1H2BK)

F-box and WD repeat domain containing 7 (FBXW?7),
alkylglycerone phosphate synthase (AGPS)
hexokinase 1 (HK1), ,
src kinase associated phosphoprotein 2 (SKAP2)
zinc finger, DHHC-type containing 18 (ZDHHC18)
adenosine deaminase, RNA-specific, B1 (RED1 homolog rat) (ADARB1),
phosphoseryl-tRNA kinase (PSTK)
nuclear receptor 2C2-associated protein (NR2C2AP)
receptor accessory protein 2 (REEP2)
cDNA FLJ37595 fis, clone BRCOC2007864
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 6 (ABCB6),
chromosome 11 open reading frame 54 (C110rf54)
PREDICTED: similar to CG31232-PA, isoform A (LOC401218)
solute carrier family 44, member 3 (SLC44A3)
membrane protein, palmitoylated 6 (MAGUK p55 subfamily member 6) (MPP6)
seizure related 6 homolog (mouse)-like 2 (SEZ6L2),
TBC1 domain family, member 15 (TBC1D15)
zyxin (ZYX),
major histocompatibility complex, class Il, DO alpha (HLA-DOA)
transketolase (Wernicke-Korsakoff syndrome) (TKT)
hyaluronoglucosaminidase 2 (HYAL2),

C-type lectin domain family 11, member A (CLEC11A)
chloride channel 3 (CLCN3), tv e
acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3 (ACSM3),
cDNA FLJ38860 fis, clone MESAN2011977
ADP-ribosylation factor-like 5B (ARL5B)
jumoniji domain containing 1C (JMJD1C),

CD63 molecule (CD63),
copine | (CPNE1), tv 8
choline/ethanolamine phosphotransferase 1 (CEPT1),

WD repeat domain 77 (WDR77)

CTP synthase Il (CTPS2),
fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 (FLRT2)
heparanase (HPSE)
poly(rC) binding protein 4 (PCBP4),
family with sequence similarity 149, member A (FAM149A),
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 10 (DNAJC10)
RAB24, member RAS oncogene family (RAB24),
chromosome 20 open reading frame 177 (C200rf177)
chromosome 3 open reading frame 14 (C3orf14)
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1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
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1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
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1096
1097
1098

1099
1100
1101
1102
1103
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1109
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-1,54
1,65
-1,53
-1,67
-1,69
1,72
2,21

2,21

1,63
-1,65
-1,52
-1,54
-1,58
-1,58
-1,63
1,72
-1,50
1,73
-1,55
-1,61
1,55
-1,61
2,15
-1,69
2,12
-1,60
-1,53
1,51

-1,59
-1,53
-1,63
1,74
-1,51
1,60
1,68
-1,50
-1,56
1,74
1,81

1,63
1,52
-1,56

-1,60
1,62
-1,54
-1,60
-1,59
1,75
2,07
-1,56
1,60
-1,51
-1,59

3,44E-06
3,46E-06
3,47E-06
3,47E-06
3,50E-06
3,51E-06
3,52E-06
3,57E-06
3,58E-06
3,58E-06
3,58E-06
3,58E-06
3,59E-06
3,61E-06
3,61E-06
3,65E-06
3,67E-06
3,72E-06
3,80E-06
3,83E-06
3,84E-06
3,86E-06
3,90E-06
3,91E-06
3,91E-06
3,92E-06
3,93E-06
3,95E-06
3,97E-06
3,99E-06
3,99E-06
3,99E-06
3,99E-06
4,01E-06
4,02E-06
4,02E-06
4,02E-06
4,02E-06
4,02E-06
4,05E-06
4,05E-06
4,05E-06

4,15E-06
4,18E-06
4,23E-06
4,23E-06
4,24E-06
4,35E-06
4,35E-06
4,36E-06
4,38E-06
4,39E-06
4,40E-06

OSTC
ZNF672
INTS5
NME7
NAAA
TBX1
DUSP4
ITPRIPL2
MTMR6
DNMT3B
EED
C10RF123
DLEU1
MLLT6
RFC1
C200RF46
NR2E1
H1FX
TMEM41B
PRPF19
GGH
GSTK1
FLRT3
TRIM44
CRLF1
SLC25A37
HS,31532
SIX3
BCS1L
ALS2CR4
CCDC25
SPATA2L
NFYC
SEPHS2
CD99L2
C20RF25
MCEE
MBNL2
EIF2C2
CCNE1
GNAI2
AASDHPPT

IGF1R
NPLOC4
SEH1L
NUP35
TCEA3
ENDOG
TMEM145
CLPX
AGPATS
SDCCAG3
FAM5C

oligosaccharyltransferase complex subunit (OSTC)
zinc finger protein 672 (ZNF672)
integrator complex subunit 5 (INTS5)
non-metastatic cells 7, protein expressed in (nucleoside-diphosphate kinase) (NME7),
N-acylethanolamine acid amidase (NAAA),
T-box 1 (TBX1), tv B
dual specificity phosphatase 4 (DUSP4),
inositol 1,4,5-triphosphate receptor interacting protein-like 2 (ITPRIPL2)
myotubularin related protein 6 (MTMRG6)
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta (DNMT3B),
embryonic ectoderm development (EED),
chromosome 1 open reading frame 123 (C1orf123)
deleted in lymphocytic leukemia 1 (non-protein coding) (DLEU1), non-coding RNA,
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia
replication factor C (activator 1) 1, 145kDa (RFC1)
chromosome 20 open reading frame 46 (C200rf46)
nuclear receptor subfamily 2, group E, member 1 (NR2E1)
H1 histone family, member X (H1FX)
transmembrane protein 41B (TMEM41B)

PRP19/PS0O4 pre-mRNA processing factor 19 homolog (S, cerevisiae) (PRPF19)
gamma-glutamyl hydrolase (conjugase, folylpolygammaglutamyl hydrolase) (GGH)
glutathione S-transferase kappa 1 (GSTK1)
fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 (FLRT3),
tripartite motif-containing 44 (TRIM44)
cytokine receptor-like factor 1 (CRLF1)
solute carrier family 25, member 37 (SLC25A37),
cDNA FLJ26784 fis, clone PRS04220
sine oculis homeobox homolog 3 (Drosophila) (SIX3)

BCS1-like (yeast) (BCS1L),,
amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, candidate 4
coiled-coil domain containing 25 (CCDC25)
spermatogenesis associated 2-like (SPATA2L)
nuclear transcription factor Y, gamma (NFYC)
selenophosphate synthetase 2 (SEPHS2)

CD99 molecule-like 2 (CD99L2),
chromosome 2 open reading frame 25 (C20rf25)
methylmalonyl CoA epimerase (MCEE)
muscleblind-like 2 (Drosophila) (MBNL2),
eukaryotic translation initiation factor 2C, 2 (EIF2C2)
cyclin E1 (CCNE1),
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 2

aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl transferase (AAS-
DHPPT)
insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R)

nuclear protein localization 4 homolog (S, cerevisiae) (NPLOC4)
SEH1-like (S, cerevisiae) (SEH1L),
nucleoporin 35kDa (NUP35)
transcription elongation factor A (Sll), 3 (TCEA3)
endonuclease G (ENDOG),
transmembrane protein 145 (TMEM145)

ClpX caseinolytic peptidase X homolog (E, coli) (CLPX)
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5
serologically defined colon cancer antigen 3 (SDCCAG3),
family with sequence similarity 5, member C (FAM5C)
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1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
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1,75
-1,59
-1,61
-1,78
-1,98
-1,61
-1,65
-1,88
-1,54
-1,53
1,60
-1,67
1,75
-1,63
1,61

1,83
-1,51
1,57
1,73
1,54
1,61

1,73
-1,61
-1,53
-1,60
-1,64
-1,51
-1,58
-1,55
1,78
1,64
-1,59
1,51

-1,64
-1,66
-1,53
-1,52
-1,68
-1,54
1,57
-1,58
1,78
-1,63
1,63
-1,69
1,73
-1,64
-1,67
-1,66
-1,63
-1,58
1,72
-2,36

4,50E-06
4,57E-06
4,58E-06
4,61E-06
4,63E-06
4,73E-06
4,74E-06
4,75E-06
4,76E-06
4,81E-06
4,83E-06
4,85E-06
4,91E-06
4,91E-06
4,98E-06
5,00E-06
5,03E-06
5,03E-06
5,12E-06
5,12E-06
5,12E-06
5,12E-06
5,14E-06
5,14E-06
5,14E-06
5,14E-06
5,16E-06
5,23E-06
5,25E-06
5,27E-06
5,30E-06
5,30E-06
5,30E-06
5,30E-06
5,30E-06
5,32E-06
5,34E-06
5,37E-06
5,37E-06
5,38E-06
5,44E-06
5,46E-06
5,48E-06
5,50E-06
5,56E-06
5,59E-06
5,59E-06
5,59E-06
5,65E-06
5,67E-06
5,67E-06
5,70E-06
5,75E-06

DEAF1
F8A1
DOLK
FBXO4
PPAP2B
KRT222
ATG4C
MAF
MARCH7
DYNC112
KIAA1274
ELF2
GPD2
EIF2C3
GPC4
METRNL
KIAA1712
TFPT
EFEMP2
LAMP2
CBLN3
DNAJB4
GALNT13
MPI
RwDD2B
B3GALNT1
ZC3H15
DHRS3
STXBP3
PLXNA1
LOC651816
B3GNT6
CISD1
EXOSC10
INTS1
SNORD73A
SORLA1
C170RF68
MEIS2
HGS
PLAUR
CEBPA
ADD3
DNAJB2
TPP2
cuTL1
SKIV2L2
FRAP1
SPINT2
CCNO
TRA2A
ZNF32
YPEL3

deformed epidermal autoregulatory factor 1 (Drosophila) (DEAF1)
coagulation factor Vlll-associated (intronic transcript) 1 (F8A1)
dolichol kinase (DOLK)
F-box protein 4 (FBXO4),
phosphatidic acid phosphatase type 2B (PPAP2B),
keratin 222 (KRT222)

ATG4 autophagy related 4 homolog C (S, cerevisiae) (ATG4C), tv 7
v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog (avian) (MAF),
membrane-associated ring finger (C3HC4) 7 (MARCH7)
dynein, cytoplasmic 1, intermediate chain 2 (DYNC112)
KIAA1274 (KIAA1274)

E74-like factor 2 (ets domain transcription factor) (ELF2),
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mitochondrial) (GPD2), ,
eukaryotic translation initiation factor 2C, 3 (EIF2C3),
glypican 4 (GPC4)
meteorin, glial cell differentiation regulator-like (METRNL)
KIAA1712 (KIAA1712)

TCF3 (E2A) fusion partner (in childhood Leukemia) (TFPT)
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 2 (EFEMP2)
lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), tv LAMP2B
cerebellin 3 precursor (CBLN3)

Dnad (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 (DNAJB4)
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 13
mannose phosphate isomerase (MPI)

RWD domain containing 2B (RWDD2B)
beta-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1 (globoside blood group) (B3GALNT1),
zinc finger CCCH-type containing 15 (ZC3H15)
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 (DHRS3)
syntaxin binding protein 3 (STXBP3)
plexin A1 (PLXNA1)

PREDICTED: similar to Ubiquitin-conjugating enzyme E2S
UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 6 (B3GNT6)
CDGSH iron sulfur domain 1 (CISD1)
exosome component 10 (EXOSC10),
integrator complex subunit 1 (INTS1)
small nucleolar RNA, C/D box 73A (SNORD73A), small nucleolar RNA,
sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats-containing (SORL1)
PREDICTED: chromosome 17 open reading frame 68 (C170rf68)
Meis homeobox 2 (MEIS2), tv g
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate (HGS)
plasminogen activator, urokinase receptor (PLAUR),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha (CEBPA)
adducin 3 (gamma) (ADD3),

Dnad (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2 (DNAJB2),
tripeptidyl peptidase Il (TPP2)
cut-like 1, CCAAT displacement protein (Drosophila) (CUTL1),
superkiller viralicidic activity 2-like 2 (S, cerevisiae) (SKIV2L2)
FK506 binding protein 12-rapamycin associated protein 1 (FRAP1)
serine peptidase inhibitor, Kunitz type, 2 (SPINT2)
cyclin O (CCNO)
transformer 2 alpha homolog (Drosophila) (TRA2A)
zinc finger protein 32 (ZNF32),
yippee-like 3 (Drosophila) (YPEL3),
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1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178

1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
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-1,69
-1,62
-1,62
-1,58
-1,61
1,81

-1,52
-1,56
-1,55
-1,53
1,51

1,63
2,83
-1,64
-1,62
-1,60

-1,52
1,81
1,61
-1,54
1,56
-1,80
1,67
-1,68
-1,51
-1,58
1,71
1,73
1,63
-1,54
1,52
1,60
2,31
-1,64
-1,51
1,73
1,64
1,72
-1,53
-1,70
-1,52
-1,60
1,56
-1,61
-1,84
1,63
-1,68
-1,54
1,82
1,58
1,51
1,58
1,64

5,75E-06
5,76E-06
5,84E-06
5,87E-06
5,88E-06
5,91E-06
5,93E-06
5,95E-06
5,96E-06
5,96E-06
5,96E-06
5,96E-06
5,96E-06
5,97E-06
5,97E-06
5,99E-06

5,99E-06
6,08E-06
6,18E-06
6,19E-06
6,22E-06
6,23E-06
6,26E-06
6,29E-06
6,34E-06
6,34E-06
6,34E-06
6,36E-06
6,37E-06
6,37E-06
6,39E-06
6,41E-06
6,45E-06
6,58E-06
6,64E-06
6,70E-06
6,71E-06
6,72E-06
6,73E-06
6,73E-06
6,76E-06
6,76E-06
6,76E-06
6,76E-06
6,76E-06
6,77E-06
6,78E-06
6,92E-06
6,92E-06
6,94E-06
7,00E-06
7,05E-06
7,11E-06

MAN1B1
LOC93622
MKNK1
NUDT6
UGTS8
PMM1
TXNDC14
CCBL2
TMEMS50A
MFSD8
RNF14
LOC731049
NHLH2
IARS
AGTRAP
TAF12

KLHL8
HS,434957
SIX2
TMOSF2
TGFBRAP1
SLC10A4
PPP2R5D
EPRS
RCC2
RWDDA4A
GRINA
ERICH1
CERK
AGTRAP
RNF14
SMOX
c1QL4
EXOSC10
GAP43
SORD
C120RF32
MYO1B
ACSM3
HDGF
PRMT10
APOO
MSRB3
TMEMG60
IFI30
NCBP2
SNX12
AAMP
SIVA
AP1M1
CYBA
CXORF40B
FN3KRP

mannosidase, alpha, class 1B, member 1 (MAN1B1)
PREDICTED: hypothetical protein BC006130 (LOC93622), misc RNA,
MAP kinase interacting serine/threonine kinase 1 (MKNK1),
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 6 (NUDT6),
UDP glycosyltransferase 8 (UDP-galactose ceramide galactosyltransferase) (UGT8)
phosphomannomutase 1 (PMM1)
thioredoxin domain containing 14 (TXNDC14)
cysteine conjugate-beta lyase 2 (CCBL2),
transmembrane protein 50A (TMEMS50A)
major facilitator superfamily domain containing 8 (MFSD8)
ring finger protein 14 (RNF14),
PREDICTED: similar to Ubiquitin-conjugating enzyme E2S
nescient helix loop helix 2 (NHLH2)
isoleucyl-tRNA synthetase (IARS), tv short
angiotensin |l receptor-associated protein (AGTRAP),

TAF12 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 20kDa
(TAF12)
kelch-like 8 (Drosophila) (KLHL8)

Homo sapiens, clone IMAGE:3618365, mRNA
SIX homeobox 2 (SIX2)
transmembrane 9 superfamily member 2 (TM9SF2)
transforming growth factor, beta receptor associated protein 1 (TGFBRAP1)
solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member 4 (SLC10A4)
protein phosphatase 2, regulatory subunit B', delta isoform (PPP2R5D),
glutamyl-prolyl-tRNA synthetase (EPRS)
regulator of chromosome condensation 2 (RCC2)
RWD domain containing 4A (RWDD4A)
glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-associated protein 1
glutamate-rich 1 (ERICH1)
ceramide kinase (CERK),
angiotensin Il receptor-associated protein (AGTRAP),
ring finger protein 14 (RNF14),
spermine oxidase (SMOX),
complement component 1, g subcomponent-like 4 (C1QL4)
exosome component 10 (EXOSC10),
growth associated protein 43 (GAP43)
sorbitol dehydrogenase (SORD)
chromosome 12 open reading frame 32 (C120rf32)
myosin IB (MYO1B)
acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3 (ACSM3),
hepatoma-derived growth factor (high-mobility group protein 1-like) (HDGF)
protein arginine methyltransferase 10 (putative) (PRMT10)
apolipoprotein O (APOO)
methionine sulfoxide reductase B3 (MSRB3),
transmembrane protein 60 (TMEM®60)
interferon, gamma-inducible protein 30 (IFI30)
nuclear cap binding protein subunit 2, 20kDa (NCBP2),
sorting nexin 12 (SNX12)
angio-associated, migratory cell protein (AAMP)
CD27-binding (Siva) protein (SIVA),
adaptor-related protein complex 1, mu 1 subunit (AP1M1)
cytochrome b-245, alpha polypeptide (CYBA)
chromosome X open reading frame 40B (CXorf40B)
fructosamine-3-kinase-related protein (FN3KRP)
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1216 -1,80 7,15E-06 MRPL20 mitochondrial ribosomal protein L20 (MRPL20),

1217 1,59 7,16E-06 C200RF7 chromosome 20 open reading frame 7 (C200rf7),

1218 -3,33 7,16E-06 GAL galanin prepropeptide (GAL)

1219 -1,51 7,22E-06 ALPK1 alpha-kinase 1 (ALPK1)

1220 -1,56 7,22E-06 TBC1D19 TBC1 domain family, member 19 (TBC1D19)

1221 1,82 7,26E-06 PPARD peroxisome proliferative activated receptor, delta (PPARD),
1222 1,61 7,31E-06 DSEL dermatan sulfate epimerase-like (DSEL)

1223 -1,64 7,31E-06 SNAP23 synaptosomal-associated protein, 23kDa (SNAP23),

1224 1,57 7,32E-06 NFIC nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor) (NFIC),
1225 1,66 7,37E-06 TSPAN17 tetraspanin 17 (TSPAN17),

1226 -1,59 7,40E-06 MCCC1 methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 1 (alpha) (MCCC1),
1227 -1,53 7,47E-06 NPAL3 NIPA-like domain containing 3 (NPAL3)

1228 1,52 7,47E-06 INHBB inhibin, beta B (activin AB beta polypeptide) (INHBB)

1229 -1,64 7,50E-06 ITPRIPL1 inositol 1,4,5-triphosphate receptor interacting protein-like 1 (ITPRIPL1),
1230 -1,51 7,50E-06 CNOT7 CCR4-NOT transcription complex, subunit 7 (CNOT7),

1231 1,88 7,53E-06 IRF8 interferon regulatory factor 8 (IRF8)

1232 -1,52 7,67E-06 RPA3 replication protein A3, 14kDa (RPA3)

1233 1,66 7,70E-06 AES amino-terminal enhancer of split (AES),

1234 -1,61 7,72E-06 TUBGCP4 tubulin, gamma complex associated protein 4 (TUBGCP4)
1235 -1,95 7,73E-06 SYNM synemin, intermediate filament protein (SYNM), tv B

1236 -1,59 7,85E-06 TPP2 tripeptidyl peptidase Il (TPP2)

1237 1,63 7,85E-06 ZNF511 zinc finger protein 511 (ZNF511)

1238 -1,68 7,86E-06 C90RF125 chromosome 9 open reading frame 125 (C9orf125)

1239 -1,66 7,94E-06 CMBL carboxymethylenebutenolidase homolog (Pseudomonas) (CMBL)
1240 1,83 8,03E-06 THOC4 THO complex 4 (THOC4)

1241 1,53 8,03E-06 KIAA1600 KIAA1600 (KIAA1600)

1242 -2,01 8,06E-06 CBS cystathionine-beta-synthase (CBS)

1243 -1,55 8,08E-06 C40RF14 chromosome 4 open reading frame 14 (C4orf14)

1244 1,66 8,09E-06 RNF8 ring finger protein 8 (RNF8),

1245 -1,58 8,12E-06 NDUFB11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11, 17,3kDa (NDUFB11)
1246 1,51 8,26E-06 SEC61A2 Sec61 alpha 2 subunit (S, cerevisiae) (SEC61A2)

1247 1,89 8,31E-06 SLC25A10 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; dicarboxylate transporter), member 10
1248 -1,58 8,38E-06 CNN2 calponin 2 (CNN2),

1249 -1,60 8,41E-06 GALK2 galactokinase 2 (GALK2),

1250 -1,51 8,52E-06 7273 zinc finger, ZZ-type containing 3 (ZZZ3)

1251 -1,67 8,52E-06 ASCC3 activating signal cointegrator 1 complex subunit 3 (ASCC3),
1252 -1,83 8,60E-06 TNFRSF10B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b (TNFRSF10B),
1253 -1,62 8,64E-06 CPSF3L cleavage and polyadenylation specific factor 3-like (CPSF3L)
1254 1,59 8,66E-06 CYB5R3 cytochrome b5 reductase 3 (CYB5R3), tv S

1255 -1,58 8,67E-06 HISPPD2A histidine acid phosphatase domain containing 2A (HISPPD2A),
1256 -1,52 8,68E-06 RNPC2 RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 2 (RNPC2),
1257 1,59 8,73E-06 VPS37B vacuolar protein sorting 37 homolog B (S, cerevisiae) (VPS37B)
1258 -1,57 8,78E-06 RPAP2 RNA polymerase |l associated protein 2 (RPAP2)

1259 -1,78 8,79E-06 ATP6VOD1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d1 (ATP6V0OD1)
1260 -1,64 8,83E-06 EPAS1 endothelial PAS domain protein 1 (EPAS1)

1261 1,83 8,88E-06 RALGDS ral guanine nucleotide dissociation stimulator (RALGDS),
1262 1,85 8,90E-06 DYNC1I1 dynein, cytoplasmic 1, intermediate chain 1 (DYNC1I1)
1263 1,63 8,98E-06 DYNLLA1 dynein, light chain, LC8-type 1 (DYNLL1),

1264 1,58 8,98E-06 PFKP phosphofructokinase, platelet (PFKP)

1265 1,57 9,02E-06 FRS3 fibroblast growth factor receptor substrate 3 (FRS3)

1266 1,69 9,03E-06 ZNF586 zinc finger protein 586 (ZNF586)

1267 -1,52 9,05E-06 ILK integrin-linked kinase (ILK),

1268 -1,52 9,09E-06 SH3D19 SH3 domain containing 19 (SH3D19)
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1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316

1317
1318
1319
1320
1321
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1,60
1,59
-1,65
1,65
1,63
-1,51
-1,59
-1,62
1,83
1,93
1,77
-1,64
1,77
-1,65
2,14
-1,64
-1,58
-1,58
-1,63
1,53
1,62
-1,62
-1,67
1,58
1,61
-1,50
1,68
-1,61
1,63
-1,68
-1,57
-1,53
-1,56
-1,63
1,57
1,81
1,50
1,51
1,74
1,52
-1,64
-1,84
-1,66
-1,83
-1,61
-1,51
-1,69
-2,70

1,63
-1,64
1,51

-1,97
-1,59

9,16E-06
9,21E-06
9,23E-06
9,23E-06
9,31E-06
9,44E-06
9,44E-06
9,44E-06
9,44E-06
9,51E-06
9,61E-06
9,61E-06
9,61E-06
9,74E-06
9,81E-06
9,86E-06
9,99E-06
9,99E-06
9,99E-06
1,00E-05
1,03E-05
1,03E-05
1,06E-05
1,06E-05
1,06E-05
1,06E-05
1,08E-05
1,08E-05
1,09E-05
1,10E-05
1,10E-05
1,11E-05
1,13E-05
1,13E-05
1,14E-05
1,14E-05
1,14E-05
1,14E-05
1,15E-05
1,15E-05
1,15E-05
1,16E-05
1,16E-05
1,16E-05
1,16E-05
1,17E-05
1,21E-05
1,21E-05

1,21E-05
1,22E-05
1,24E-05
1,25E-05
1,25E-05

SIX5
ATPGVOE1
MRE11A
ALKBH6
KCTD15
PEX19
GHDC
E2F5
C90ORF116
C90ORF116
PQBP1
DNAJC12
SLC38A10
FNBP4
TACC1
GLMN
ATADSA
MTA2
VPS11
ADAM19
IFFO1
CLK2
MGC18216
FHOD3
LTBP3
HESX1
CTGLF3
PRSS23
C160RF80
CYORF15A
MMP23B
C90RF103
NARG2
LIAS
MTMR9
TESC
TTC28
PSAP
LOC441150
MAGI3
EXTL2
MANSCA1
NCKAPS
CACNA1TH
FERMT1
YES1
GART
TAF15

ZYX
COMMD9
CYTSA
KPNA5
ZNF330

SIX homeobox 5 (SIX5)

ATPase, H+ transporting, lysosomal 9kDa, VO subunit e1 (ATP6VOE1)
MRE11 meiotic recombination 11 homolog A (S, cerevisiae) (MRE11A),
alkB, alkylation repair homolog 6 (E, coli) (ALKBH6),
potassium channel tetramerisation domain containing 15 (KCTD15)
peroxisomal biogenesis factor 19 (PEX19)

GH3 domain containing (GHDC)

E2F transcription factor 5, p130-binding (E2F5),
chromosome 9 open reading frame 116 (C9orf116),
chromosome 9 open reading frame 116 (C9orf116),
polyglutamine binding protein 1 (PQBP1),

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 (DNAJC12),
solute carrier family 38, member 10 (SLC38A10),
formin binding protein 4 (FNBP4)
transforming, acidic coiled-coil containing protein 1 (TACC1)
glomulin, FKBP associated protein (GLMN)

ATPase family, AAA domain containing 3A (ATAD3A)
metastasis associated 1 family, member 2 (MTA2)
vacuolar protein sorting 11 homolog (S, cerevisiae) (VPS11)
ADAM metallopeptidase domain 19 (meltrin beta) (ADAM19)
intermediate filament family orphan 1 (IFFO1),
PREDICTED: CDC-like kinase 2, (CLK2)

PREDICTED: hypothetical protein MGC18216 (MGC18216)
formin homology 2 domain containing 3 (FHOD3)
latent transforming growth factor beta binding protein 3 (LTBP3)
HESX homeobox 1 (HESX1)
centaurin, gamma-like family, member 3 (CTGLF3)
protease, serine, 23 (PRSS23)
chromosome 16 open reading frame 80 (C160rf80)
chromosome Y open reading frame 15A (CYorf15A)
matrix metallopeptidase 23B (MMP23B)
chromosome 9 open reading frame 103 (C90rf103)

NMDA receptor regulated 2 (NARG2),
lipoic acid synthetase (LIAS), ,
myotubularin related protein 9 (MTMR9)
tescalcin (TESC)

PREDICTED: tetratricopeptide repeat domain 28 (TTC28)
prosaposin (PSAP),

PREDICTED: similar to RIKEN cDNA 2310039H08 (LOC441150)
membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain containing 3 (MAGI3),
exostoses (multiple)-like 2 (EXTL2),

MANSC domain containing 1 (MANSC1)
NCK-associated protein 5 (NCKAPS5),
calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit (CACNA1H),
fermitin family homolog 1 (Drosophila) (FERMT1)
v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1 (YES1)
phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase

TAF15 RNA polymerase I, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 68kDa
(TAF15)
zyxin (ZYX),

COMM domain containing 9 (COMMD?9)
cytospin A (CYTSA)
karyopherin alpha 5 (importin alpha 6) (KPNA5)
zinc finger protein 330 (ZNF330)
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1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366

1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
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-1,63
-1,75
-1,54
1,66
-1,57
4,51
1,83
2,32
1,62
1,76
-1,52
1,66
-1,68
1,51
1,59
1,73
1,87
1,52
2,05
-1,63
-1,59
-1,63
1,70
1,97
-1,67
-1,60
-1,66
-1,54
-1,67
-1,66
1,63
-1,74
2,03
-1,65
1,60
1,65
1,67
1,51
1,59
1,55
-1,52
-1,57
1,60
-1,73
-2,12

3,56
1,58
-1,58
-1,76
1,50
-1,63
-1,80
-2,25

1,26E-05
1,27E-05
1,30E-05
1,33E-05
1,35E-05
1,36E-05
1,36E-05
1,36E-05
1,37E-05
1,38E-05
1,39E-05
1,39E-05
1,39E-05
1,42E-05
1,43E-05
1,43E-05
1,44E-05
1,44E-05
1,45E-05
1,45E-05
1,46E-05
1,47E-05
1,48E-05
1,48E-05
1,49E-05
1,52E-05
1,52E-05
1,52E-05
1,52E-05
1,52E-05
1,52E-05
1,53E-05
1,54E-05
1,55E-05
1,55E-05
1,55E-05
1,57E-05
1,57E-05
1,59E-05
1,64E-05
1,66E-05
1,67E-05
1,68E-05
1,69E-05
1,70E-05

1,71E-05
1,73E-05
1,75E-05
1,76E-05
1,76E-05
1,76E-05
1,76E-05
1,77E-05

GSPT2
STYXL1
SPCS3
EIF4ENIF1
FANCL
ZCCHC12
SPG3A
SMPX
ZNF416
WDR21A
RIC8A
DIRC2
SLC1A3
C190RF50
C140RF78
LMNA
AFF3
ZNF318
FBLN1
CCSs
uQcc
CYP20A1
JMJD1C
BRI3BP
HRSP12
CC2D2A
MAP7
DCPS
G3BP2
MAGED1
PRR5
PPP3R1
HPS6
DNAJC12
PSMC4
RUNX1
IL12A
CDC25B
C160RF61
ZNF185
FAM117B
VCX3A
STEAP1
SCRN1
SMARCA1

STC1
SNAP25
FASTKD1
LYPD6B
NANP
PET112L
ZFYVE26
SYK

G1 to S phase transition 2 (GSPT2)
serine/threonine/tyrosine interacting-like 1 (STYXL1)
signal peptidase complex subunit 3 homolog (S, cerevisiae) (SPCS3)
eukaryotic translation initiation factor 4E nuclear import factor 1 (EIF4ENIF1)
Fanconi anemia, complementation group L (FANCL)
zinc finger, CCHC domain containing 12 (ZCCHC12)
spastic paraplegia 3A (autosomal dominant) (SPG3A),
small muscle protein, X-linked (SMPX)
zinc finger protein 416 (ZNF416)
WD repeat domain 21A (WDR21A),
resistance to inhibitors of cholinesterase 8 homolog A (C, elegans) (RIC8A)
disrupted in renal carcinoma 2 (DIRC2)
solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 3 (SLC1A3)
chromosome 19 open reading frame 50 (C190rf50)
PREDICTED: chromosome 14 open reading frame 78 (C140rf78)
lamin A/C (LMNA),
AF4/FMR2 family, member 3 (AFF3),
zinc finger protein 318 (ZNF318)
fibulin 1 (FBLN1), tv A
copper chaperone for superoxide dismutase (CCS)
ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex chaperone (UQCC), ,
cytochrome P450, family 20, subfamily A, polypeptide 1 (CYP20A1)
jumoniji domain containing 1C (JMJD1C),
BRI3 binding protein (BRI3BP)
heat-responsive protein 12 (HRSP12)
coiled-coil and C2 domain containing 2A (CC2D2A)
microtubule-associated protein 7 (MAP7)
decapping enzyme, scavenger (DCPS)
GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 2 (G3BP2),
melanoma antigen family D, 1 (MAGED1),
proline rich 5 (renal) (PRR5),
protein phosphatase 3 (formerly 2B), regulatory subunit B, alpha isoform (PPP3R1)
Hermansky-Pudlak syndrome 6 (HPS6)

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 (DNAJC12),
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 4 (PSMC4),
runt-related transcription factor 1 (acute myeloid leukemia 1; aml1 oncogene) (RUNX1),
interleukin 12A
cell division cycle 25 homolog B (S, pombe) (CDC25B),
chromosome 16 open reading frame 61 (C160rf61)
zinc finger protein 185 (LIM domain) (ZNF185)
family with sequence similarity 117, member B (FAM117B)
variable charge, X-linked 3A (VCX3A)
six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 (STEAP1)
secernin 1 (SCRN1)

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
Subfamily a, member 1

stanniocalcin 1 (STC1)
synaptosomal-associated protein, 25kDa (SNAP25),
FAST kinase domains 1 (FASTKD1)
LY6/PLAUR domain containing 6B (LYPD6B)
N-acetylneuraminic acid phosphatase (NANP)
PET112-like (yeast) (PET112L)
zinc finger, FYVE domain containing 26 (ZFYVEZ26)
spleen tyrosine kinase (SYK)
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1375 -2,09 1,78E-05 BAI3 brain-specific angiogenesis inhibitor 3 (BAI3)

1376 1,54 1,78E-05 KLF11 PREDICTED: Kruppel-like factor 11 (KLF11)

1377 -1,64 1,79E-05 TCIRG1 T-cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit A3
1378 1,86 1,80E-05 HMGB1L1 high-mobility group box 1-like 1 (HMGB1L1)

1379 1,52 1,80E-05 EIF1B eukaryotic translation initiation factor 1B (EIF1B)

1380 -1,55 1,81E-05 NMD3 NMD3 homolog (S, cerevisiae) (NMD3)

1381 -1,59 1,81E-05 PPAP2B phosphatidic acid phosphatase type 2B (PPAP2B),

1382 -1,90 1,82E-05 ZIC2 Zic family member 2 (odd-paired homolog, Drosophila) (ZIC2)
1383 -1,52 1,82E-05 C200RF111 chromosome 20 open reading frame 111 (C200rf111)
1384 1,53 1,82E-05 EVI5L ecotropic viral integration site 5-like (EVI5L)

1385 -1,51 1,85E-05 RPL9 ribosomal protein L9 (RPL9),

1386 -1,61 1,85E-05 C110RF61 chromosome 11 open reading frame 61 (C110rf61)

1387 -1,52 1,85E-05 PLIN2 perilipin 2 (PLIN2)

1388 -1,53 1,85E-05 El24 etoposide induced 2,4 mRNA (EI24),

1389 -2,16 1,89E-05 HOPX HOP homeobox (HOPX),

1390 1,64 1,89E-05 CENPA centromere protein A (CENPA),

1391 -1,63 1,92E-05 FAM71E1 family with sequence similarity 71, member E1 (FAM71E1)
1392 -1,563 1,92E-05 ARMCX3 armadillo repeat containing, X-linked 3 (ARMCX3),

1393 -1,71 1,94E-05 LAMB1 laminin, beta 1 (LAMB1)

1394 2,05 1,96E-05 RAB36 RAB36, member RAS oncogene family (RAB36)

1395 -1,56 1,97E-05 UBR1 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 1 (UBR1)
1396 1,82 1,99E-05 SIVA CD27-binding (Siva) protein (SIVA),

1397 -1,57 2,00E-05 EIF4G2 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 2 (EIF4G2),
1398 1,60 2,00E-05 PSPC1 paraspeckle component 1 (PSPC1), tv beta, transcribed RNA,
1399 -1,61 2,04E-05 ARMCX5 armadillo repeat containing, X-linked 5 (ARMCX5)

1400 -1,51 2,06E-05 PLAGLA1 pleiomorphic adenoma gene-like 1 (PLAGL1),

1401 1,53 2,07E-05 CLPTMA1 cleft lip and palate associated transmembrane protein 1 (CLPTM1)
1402 1,68 2,08E-05 TNFRSF1A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A (TNFRSF1A)
1403 -1,55 2,11E-05 KDM4D lysine (K)-specific demethylase 4D (KDM4D)

1404 -1,56 2,11E-05 CYCSL1 cytochrome c, somatic-like 1 (CYCSL1) on chromosome 6,
1405 -1,50 2,12E-05 FAM13A family with sequence similarity 13, member A (FAM13A),
1406 1,60 2,13E-05 STXBP6 syntaxin binding protein 6 (amisyn) (STXBP6)

1407 -1,83 2,15E-05 SPATA18 spermatogenesis associated 18 homolog (rat) (SPATA18)
1408 -1,57 2,15E-05 OSBP oxysterol binding protein (OSBP)

1409 1,52 2,18E-05 PPP4R4 protein phosphatase 4, regulatory subunit 4 (PPP4R4),
1410 1,53 2,18E-05 VWASA von Willebrand factor A domain containing 5A (VWAS5A),
1411 -1,72 2,18E-05 CROP cisplatin resistance-associated overexpressed protein (CROP),
1412 -1,59 2,18E-05 BLCAP bladder cancer associated protein (BLCAP)

1413 -1,57 2,21E-05 HIST2H2BE histone cluster 2, H2be (HIST2H2BE)

1414 1,63 2,21E-05 WNT5B wingless-type MMTYV integration site family, member 5B (WNT5B),
1415 -1,62 2,22E-05 LOC728758 hCG1789710 (LOC728758)

1416 -1,55 2,23E-05 TJP1 tight junction protein 1 (zona occludens 1) (TJP1),

1417 -2,54 2,23E-05 ZC3HAV1 zinc finger CCCH-type, antiviral 1 (ZC3HAV1),

1418 1,99 2,27E-05 FAM174A family with sequence similarity 174, member A (FAM174A)
1419 1,65 2,27E-05 JAG2 jagged 2 (JAG2),

1420 1,76 2,27E-05 PRR5 proline rich 5 (renal) (PRR5),

1421 1,79 2,28E-05 GPR137C G protein-coupled receptor 137C (GPR137C)

1422 1,56 2,30E-05 STAG1 stromal antigen 1 (STAG1)

1423 1,56 2,31E-05 BAI1 PREDICTED: brain-specific angiogenesis inhibitor 1, (BAI1)
1424 1,71 2,34E-05 ATP6VOE2 ATPase, H+ transporting VO subunit e2 (ATP6VOE2),
1425 1,55 2,37E-05 LYSMD2 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 2 (LYSMD2)
1426 -1,58 2,42E-05 CHN1 chimerin (chimaerin) 1 (CHN1),

1427 1,51 2,43E-05 FAM174B family with sequence similarity 174, member B (FAM174B)
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1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479
1480
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1,54
-2,01
1,51

1,51

-1,61
-1,52
-1,61
1,57
1,51
-1,55
-1,61
1,78
-1,53
-1,59
-1,60
1,93
-1,59
1,54
1,64
1,55
1,59
1,76
1,73
1,66
-1,60
1,61

1,73
-1,55
-1,53
1,61

1,50
-1,69
2,08
1,51
1,60
1,67
-1,54
1,56
-1,60
1,61

-1,50
-1,59
3,35
-1,61
1,64
1,63
-1,52
1,86
-1,64
1,60
-1,83
-1,55
2,04

2,46E-05
2,46E-05
2,46E-05
2,46E-05
2,46E-05
2,46E-05
2,47E-05
2,47E-05
2,49E-05
2,52E-05
2,52E-05
2,52E-05
2,56E-05
2,56E-05
2,57E-05
2,58E-05
2,59E-05
2,66E-05
2,67E-05
2,71E-05
2,72E-05
2,78E-05
2,79E-05
2,81E-05
2,82E-05
2,83E-05
2,86E-05
2,86E-05
2,86E-05
2,87E-05
2,88E-05
2,89E-05
2,90E-05
2,91E-05
2,96E-05
2,96E-05
2,96E-05
2,98E-05
3,00E-05
3,02E-05
3,02E-05
3,02E-05
3,03E-05
3,04E-05
3,12E-05
3,14E-05
3,15E-05
3,15E-05
3,16E-05
3,17E-05
3,23E-05
3,23E-05
3,23E-05

CSGALNACT2
ACP6
RHBDLA1
LSM8
GTF2H1
LPIN2
RND2
CTSA
KIAA0090
SLC35F2
SIK3
BEGAIN
ABCA11
NDC80
SVEP1
RAI1
BTN3A2
C60RF1
GRAMD4
EMX2
CARD10
NCAM1
BAD
ALG1L
PLEKHA9
ASPSCR1
LOC648399
DNMT3B
ASB6
MYL5
CNPY3
MCOLN3
ZNF323
SNX19
CCDC50
HS,567759
WIPI2
FRMDG6
SEMA4D
ZNF74
DSCR3
ATP9A
TSC22D3
MBNL2
LOC646786
NKD2
RNF20
TMEM173
TP53BP1
SRP19
NDRG4
ATP2B4
C1QTNF6

chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 2 (CSGALNACT2)
acid phosphatase 6, lysophosphatidic (ACP6)
rhomboid, veinlet-like 1 (Drosophila) (RHBDL1)

LSM8 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S, cerevisiae) (LSM8)
general transcription factor IIH, polypeptide 1, 62kDa (GTF2H1)
lipin 2 (LPIN2)

Rho family GTPase 2 (RND2)
cathepsin A (CTSA),

KIAA0090 (KIAA0090)
solute carrier family 35, member F2 (SLC35F2)

SIK family kinase 3 (SIK3)
brain-enriched guanylate kinase-associated homolog (rat) (BEGAIN)
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 11 (pseudogene)
NDC80 homolog, kinetochore complex component (S, cerevisiae) (NDC80)
sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain containing 1
retinoic acid induced 1 (RAI1)
butyrophilin, subfamily 3, member A2 (BTN3A2)
chromosome 6 open reading frame 1 (C6orf1),

GRAM domain containing 4 (GRAMD4)
empty spiracles homeobox 2 (EMX2)
caspase recruitment domain family, member 10 (CARD10)
neural cell adhesion molecule 1 (NCAM1),
BCL2-antagonist of cell death (BAD),
asparagine-linked glycosylation 1-like (ALG1L)
pleckstrin homology domain containing, family A member 9
alveolar soft part sarcoma chromosome region, candidate 1 (ASPSCR1)
PREDICTED: similar to Ornithine aminotransferase, mitochondrial precursor
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta (DNMT3B),
ankyrin repeat and SOCS box-containing 6 (ASB6),
myosin, light chain 5, regulatory (MYL5)
canopy 3 homolog (zebrafish) (CNPY3)
mucolipin 3 (MCOLN3)
zinc finger protein 323 (ZNF323),
sorting nexin 19 (SNX19)
coiled-coil domain containing 50 (CCDC50),
cDNA FLJ38153 fis, clone DFNES1000083
WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2 (WIPI2),
FERM domain containing 6 (FRMD6),
sema domain, (semaphorin) 4D
zinc finger protein 74 (ZNF74),

Down syndrome critical region gene 3 (DSCR3)

ATPase, class Il, type 9A (ATP9A)

TSC22 domain family, member 3 (TSC22D3),
muscleblind-like 2 (Drosophila) (MBNL2),

PREDICTED: similar to Afadin (AF-6 protein) (LOC646786)
naked cuticle homolog 2 (Drosophila) (NKD2)
ring finger protein 20 (RNF20)
transmembrane protein 173 (TMEM173),
tumor protein p53 binding protein 1 (TP53BP1)
signal recognition particle 19kDa (SRP19)

NDRG family member 4 (NDRG4)

ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 (ATP2B4),

C1q and tumor necrosis factor related protein 6 (C1QTNF6),
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1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496
1497
1498
1499
1500
1501
1502
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527
1528
1529
1530
1531
1532
1533
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1,73
1,59
1,55
1,69
1,74
1,66
-1,53
-1,55
-1,51
1,77
-1,80
1,59
-1,50
-1,59
1,54
-1,64
-1,57
-1,63
1,53
1,59
-1,53
-1,64
-1,67
-1,51
1,68
1,64
-1,51
1,57
1,78
1,52
1,56
1,55
-1,52
1,63
1,63
-1,51
1,51

-1,65
-1,51
-1,55
1,58
-1,58
1,53
-2,09
1,55
1,66
-1,53
-1,51
-1,51
1,50
1,57
-1,59
1,67

3,23E-05
3,23E-05
3,25E-05
3,26E-05
3,26E-05
3,27E-05
3,28E-05
3,34E-05
3,35E-05
3,35E-05
3,39E-05
3,40E-05
3,41E-05
3,41E-05
3,43E-05
3,47E-05
3,51E-05
3,54E-05
3,55E-05
3,55E-05
3,56E-05
3,59E-05
3,59E-05
3,59E-05
3,60E-05
3,62E-05
3,63E-05
3,66E-05
3,68E-05
3,69E-05
3,74E-05
3,75E-05
3,76E-05
3,81E-05
3,89E-05
3,90E-05
3,90E-05
3,91E-05
3,94E-05
3,94E-05
4,00E-05
4,01E-05
4,02E-05
4,03E-05
4,04E-05
4,09E-05
4,13E-05
4,14E-05
4,14E-05
4,14E-05
4,14E-05
4,14E-05
4,23E-05

ZRANB2
NME1-NME2
NFIA
PLXDC2
KIAA1279
METRNL
LRRC16
RPL6
CYBRD1
KCNJ4
SV2A
HOXB2
TUT1
C10RF97
SLC35B4
ING1
NT5DCA1
COX7B
ZC3H3
ALG13
HS,283402
C110RF61
SRPX
C40RF16
ANKRD16
SULT1A2
ITPR1
CENPA
FLNA
AP3D1
FAM190B
PLEKHG3
POLR2G
CMTM3
CYB561D2
FAM13A
MAP3K2
MYL12A
NUP214
OMA1
LRP10
PLS1
RNF130
ZNF503
DAZAP2
TSC22D1
VWCE
EFEMP1
PUM1
CENPN
ERMAP
RAB33B
CSNK1D

zinc finger, RAN-binding domain containing 2 (ZRANB2),
NME1-NME2 readthrough (NME1-NME2)
nuclear factor I/A (NFIA)
plexin domain containing 2 (PLXDC2)
KIAA1279 (KIAA1279)
PREDICTED: meteorin, glial cell differentiation regulator-like (METRNL)
leucine rich repeat containing 16 (LRRC16)
ribosomal protein L6 (RPL6),
cytochrome b reductase 1 (CYBRD1)
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4 (KCNJ4),
synaptic vesicle glycoprotein 2A (SV2A)
homeobox B2 (HOXB2)
terminal uridylyl transferase 1, U6 snRNA-specific (TUT1)
chromosome 1 open reading frame 97 (C10rf97)
solute carrier family 35, member B4 (SLC35B4)
inhibitor of growth family, member 1 (ING1),
5'-nucleotidase domain containing 1 (NT5DC1)
cytochrome c oxidase subunit VIIb (COX7B),
zinc finger CCCH-type containing 3 (ZC3H3)
asparagine-linked glycosylation 13 homolog (S, cerevisiae) (ALG13)
cDNA clone IMAGE:5272804
chromosome 11 open reading frame 61 (C110rf61)
sushi-repeat-containing protein, X-linked (SRPX)
chromosome 4 open reading frame 16 (C4orf16)
ankyrin repeat domain 16 (ANKRD16),
sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 2 (SULT1A2),
inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 (ITPR1),
centromere protein A (CENPA),
filamin A, alpha (actin binding protein 280) (FLNA)
adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit (AP3D1),
family with sequence similarity 190, member B (FAM190B)
pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member 3
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide G (POLR2G)
CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 3 (CMTM3),
cytochrome b-561 domain containing 2 (CYB561D2)
family with sequence similarity 13, member A (FAM13A),
PREDICTED: mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 (MAP3K2)
myosin, light chain 12A, regulatory, non-sarcomeric (MYL12A)
nucleoporin 214kDa (NUP214)
OMA1 homolog, zinc metallopeptidase (S, cerevisiae) (OMA1)
low density lipoprotein receptor-related protein 10 (LRP10)
plastin 1 (I isoform) (PLS1)
ring finger protein 130 (RNF130)
zinc finger protein 503 (ZNF503)
DAZ associated protein 2 (DAZAP2)
TSC22 domain family, member 1 (TSC22D1),
von Willebrand factor C and EGF domains (VWCE)
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 (EFEMP1),
pumilio homolog 1 (Drosophila) (PUM1),
centromere protein N (CENPN)
erythroblast membrane-associated protein (Scianna blood group) (ERMAP),
RAB33B, member RAS oncogene family (RAB33B)
casein kinase 1, delta (CSNK1D),
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1534
1535
1536
1537
1538
1539
1540
1541
1542
1543
1544
1545
1546
1547
1548
1549
1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557
1558
1559
1560
1561
1562
1563
1564
1565
1566
1567
1568
1569
1570
1571
1572
1573
1574
1575
1576
1577
1578
1579
1580
1581
1582
1583
1584
1585
1586
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2,19
1,72
-1,59
1,60
-1,78
1,59
1,68
-1,52
1,59
-1,91
1,67
-1,56
2,96
1,60
1,57
1,71

1,50
-1,64
1,62
-1,65
1,77
1,54
1,62
1,54
-1,53
1,60
-1,53
-1,62
1,52
-1,53
-1,53
1,52
1,86
1,78
1,60
-1,51
1,73
1,75
1,51

1,55
1,55
2,18
-1,54
1,79
-1,56
1,65
-1,56
1,51

1,67
1,64
-1,65
1,51

1,72

4,23E-05
4,30E-05
4,39E-05
4,46E-05
4,46E-05
4,47E-05
4,48E-05
4,51E-05
4,62E-05
4,63E-05
4,67E-05
4,78E-05
4,81E-05
4,82E-05
4,87E-05
4,88E-05
4,89E-05
4,91E-05
4,92E-05
4,94E-05
4,94E-05
4,94E-05
4,99E-05
5,08E-05
5,09E-05
5,09E-05
5,17E-05
5,24E-05
5,27E-05
5,30E-05
5,30E-05
5,30E-05
5,31E-05
5,37E-05
5,42E-05
5,48E-05
5,49E-05
5,49E-05
5,49E-05
5,55E-05
5,58E-05
5,59E-05
5,60E-05
5,61E-05
5,68E-05
5,75E-05
5,87E-05
5,98E-05
6,01E-05
6,17E-05
6,19E-05
6,22E-05
6,24E-05

MATK
PPP2R2A
PTBP2
ZNF329
CSTF3
SAMMS0
DYNLL2
HS,444329
OSBP2
UBR4
PGBD5
HNRPDL
SHISA2
PAFAH1B3
AGAP3
C190RF10
APPL1
RAD1
OAT
CABC1
MEX3D
RFNG
RARA
TMEM115
NUDT11
UBE2Q2
KBTBD10
MAGED1
CDC2
RSAD1
IFI6
PDDC1
ATP6V1B1
CYP4v2
HOXA3
INTS1
PPP2R2D
ALGI1L
SYDE1
CMTM7
TAPBP
SMAD6
ZNF451
NQO1
PDPR
NFIB
HELLS
NPC2
ULK2
TCTEX1D2
LOC649555
DEGS1
ZNF682

megakaryocyte-associated tyrosine kinase (MATK),
protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B, alpha isoform (PPP2R2A)
polypyrimidine tract binding protein 2 (PTBP2)
zinc finger protein 329 (ZNF329)
cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 3, 77kDa (CSTF3),
sorting and assembly machinery component 50 homolog (S, cerevisiae) (SAMM50)
dynein, light chain, LC8-type 2 (DYNLL2)
mRNA; cDNA DKFZp686H20120 (from clone DKFZp686H20120)
oxysterol binding protein 2 (OSBP2),
ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 4 (UBR4)
piggyBac transposable element derived 5 (PGBD5)
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like (HNRPDL), , transcribed RNA,
shisa homolog 2 (Xenopus laevis) (SHISA2)
platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform Ib, gamma subunit 29kDa (PAFAH1B3)
ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 3 (AGAP3),
chromosome 19 open reading frame 10 (C190rf10)
adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing 1
RAD1 homolog (S, pombe) (RAD1),
ornithine aminotransferase (gyrate atrophy) (OAT),
chaperone, ABC1 activity of bc1 complex homolog (S, pombe) (CABC1),
mex-3 homolog D (C, elegans) (MEX3D),
PREDICTED: radical fringe homolog (Drosophila) (RFNG)
retinoic acid receptor, alpha (RARA),
transmembrane protein 115 (TMEM115)
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 11 (NUDT11)
ubiquitin-conjugating enzyme E2Q family member 2 (UBE2Q2)
kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 10 (KBTBD10)
melanoma antigen family D, 1 (MAGED1),
cell division cycle 2, G1to S and G2 to M (CDC2),
radical S-adenosyl methionine domain containing 1 (RSAD1)
interferon, alpha-inducible protein 6 (IF16),
Parkinson disease 7 domain containing 1 (PDDC1)

ATPase, H+ transporting, lysosomal 56/58kDa, V1 subunit B1 (ATP6V1B1)
cytochrome P450, family 4, subfamily V, polypeptide 2 (CYP4V2)
homeobox A3 (HOXA3),

PREDICTED: integrator complex subunit 1, 1 (INTS1)
protein phosphatase 2, regulatory subunit B, delta isoform (PPP2R2D),
asparagine-linked glycosylation 1-like (ALG1L)
synapse defective 1, Rho GTPase, homolog 1 (C, elegans) (SYDE1)
CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 7 (CMTM7),

TAP binding protein (tapasin) (TAPBP),

SMAD family member 6 (SMADS),
zinc finger protein 451 (ZNF451),

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 (NQO1),

PREDICTED: pyruvate dehydrogenase phosphatase regulatory subunit (PDPR)
nuclear factor I/B (NFIB)
helicase, lymphoid-specific (HELLS)

Niemann-Pick disease, type C2 (NPC2)
unc-51-like kinase 2 (C, elegans) (ULK2)

Tctex1 domain containing 2 (TCTEX1D2)

PREDICTED: similar to eukaryotic translation initiation factor 4E
degenerative spermatocyte homolog 1, lipid desaturase (Drosophila) (DEGS1),
zinc finger protein 682 (ZNF682),
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1587
1588
1589
1590
1591
1592
1593
1594
1595
1596
1597
1598
1599
1600
1601
1602
1603
1604
1605
1606
1607
1608
1609
1610
1611
1612
1613
1614
1615
1616
1617
1618
1619
1620
1621
1622
1623
1624
1625
1626
1627
1628
1629
1630
1631
1632
1633
1634
1635
1636
1637
1638
1639
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2,33
1,56
-1,56
-1,57
1,58
1,76
1,62

1,51

-1,51
-1,60
-1,92
1,57
1,51

-1,52
-1,59
-1,53
-1,52
1,62

1,74
1,55
-1,61
1,51

2,26
1,60
-1,59
1,76
1,54
-1,85
-1,52
-1,65
1,57
1,64
1,57
-1,54
-1,50
-1,51
1,50
-1,64
-1,54
1,59
1,72
1,53
-1,51
1,55
1,87
1,51

1,76
1,51

1,78
1,57
-1,51
1,68
-1,64

6,26E-05
6,33E-05
6,39E-05
6,40E-05
6,50E-05
6,56E-05
6,61E-05
6,66E-05
6,66E-05
6,77E-05
6,78E-05
6,78E-05
6,78E-05
6,78E-05
6,90E-05
6,98E-05
7,00E-05
7,05E-05
7,12E-05
7,28E-05
7,33E-05
7,38E-05
7,43E-05
7,43E-05
7,50E-05
7,50E-05
7,53E-05
7,53E-05
7,59E-05
7,65E-05
7,75E-05
7,79E-05
7,82E-05
7,83E-05
7,83E-05
7,90E-05
7,93E-05
7,94E-05
7,99E-05
8,10E-05
8,15E-05
8,18E-05
8,19E-05
8,39E-05
8,51E-05
8,61E-05
8,76E-05
8,86E-05
8,87E-05
8,89E-05
8,89E-05
8,89E-05
8,91E-05

FEZ1
STAG1
DUT
MGC3032
NCOA1
AVPI1
RNF6
RNF144
TFCP2L1
SH3GL2
CLK1
ZNF580
PLEKHF1
ANKRD43
ENAH
NUDT6
TNIK
NCBP2
EMP3
TSPAN33
SCG5
YIPF4
FLJ35767
PHLPP2
ANKRD17
AVEN
UNC84B
FADS1
TIGD2
PSMA2
ZFAND3
WBP5
MOBK1B
RP2
PPIE
G3BP2
RDBP
ABCA3
FAM184A
Sep-03
ANP32C
LOC205251
CEP152
CCDC137
FILIP1
KLF11
EFNA1
AXIN2
ALDOA
ZNF700
PCDH20
POLR2J
KIAA0367

fasciculation and elongation protein zeta 1 (zygin I) (FEZ1),
stromal antigen 1 (STAG1)
deoxyuridine triphosphatase (DUT), ,
PREDICTED: hypothetical protein MGC3032, (MGC3032)
nuclear receptor coactivator 1 (NCOA1),
arginine vasopressin-induced 1 (AVPI1)
ring finger protein (C3H2C3 type) 6 (RNF6),
ring finger protein 144 (RNF144)
transcription factor CP2-like 1 (TFCP2L1)
SH3-domain GRB2-like 2 (SH3GL2)
CDC-like kinase 1 (CLK1),
zinc finger protein 580 (ZNF580),
pleckstrin homology domain containing, family F (with FYVE domain) member 1
ankyrin repeat domain 43 (ANKRD43)
enabled homolog (Drosophila) (ENAH),
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 6 (NUDT6),
TRAF2 and NCK interacting kinase (TNIK)
nuclear cap binding protein subunit 2, 20kDa (NCBP2),
epithelial membrane protein 3 (EMP3)
tetraspanin 33 (TSPAN33)
secretogranin V (7B2 protein) (SCG5)
Yip1 domain family, member 4 (YIPF4)
FLJ35767 protein (FLJ35767)
PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 2 (PHLPP2)
ankyrin repeat domain 17 (ANKRD17),
apoptosis, caspase activation inhibitor (AVEN)
unc-84 homolog B (C, elegans) (UNC84B)
fatty acid desaturase 1 (FADS1)
tigger transposable element derived 2 (TIGD2)
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 2 (PSMA2)
zinc finger, AN1-type domain 3 (ZFAND3)
WW domain binding protein 5 (WBP5),

MOB1, Mps One Binder kinase activator-like 1B (yeast) (MOBK1B)
retinitis pigmentosa 2 (X-linked recessive) (RP2)
peptidylprolyl isomerase E (cyclophilin E) (PPIE),

GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 2 (G3BP2),

RD RNA binding protein (RDBP)

ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 3 (ABCA3)
family with sequence similarity 184, member A (FAM184A),
septin 3 (SEPT3), tvB
acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member C (ANP32C)
PREDICTED: misc_RNA (LOC205251), miscRNA,
centrosomal protein 152kDa (CEP152)
coiled-coil domain containing 137 (CCDC137)
filamin A interacting protein 1 (FILIP1)

PREDICTED: Kruppel-like factor 11 (KLF11)
ephrin-A1 (EFNA1),
axin 2 (conductin, axil) (AXIN2)
aldolase A, fructose-bisphosphate (ALDOA),
zinc finger protein 700 (ZNF700)
protocadherin 20 (PCDH20)
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide J, 13,3kDa (POLR2J)
KIAA0367 (KIAA0367)
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1640
1641
1642
1643
1644
1645
1646
1647
1648
1649
1650
1651
1652
1653
1654
1655
1656
1657
1658
1659
1660
1661
1662
1663
1664
1665
1666
1667
1668
1669
1670
1671
1672
1673
1674
1675
1676
1677
1678
1679
1680
1681
1682
1683
1684
1685
1686
1687
1688
1689
1690
1691
1692
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1,50
1,54
-1,55
-1,55
-1,97
-1,51
1,56
1,66
-1,61
1,58
1,52
1,60
1,81

-1,64
2,95
-1,53
-1,58
-1,52
-1,52
1,71
-1,53
1,79
1,55
-1,61
2,16
1,59
1,53
1,77
1,59
-1,51
-1,58
-1,50
1,72
1,75
1,57
-1,50
-1,52
1,56
1,64
-1,56
1,73
-1,56
1,74
-1,63
1,53
1,65
1,58
-1,52
1,60
1,55
1,54
1,62
-1,54

8,93E-05
8,96E-05
9,07E-05
9,14E-05
9,14E-05
9,16E-05
9,52E-05
9,58E-05
9,60E-05
9,66E-05
9,75E-05
9,77E-05
9,88E-05
9,95E-05
1,00E-04
1,00E-04
1,01E-04
1,03E-04
1,03E-04
1,03E-04
1,04E-04
1,06E-04
1,06E-04
1,07E-04
1,07E-04
1,08E-04
1,08E-04
1,08E-04
1,10E-04
1,10E-04
1,13E-04
1,15E-04
1,18E-04
1,19E-04
1,20E-04
1,21E-04
1,22E-04
1,23E-04
1,25E-04
1,25E-04
1,26E-04
1,26E-04
1,26E-04
1,26E-04
1,26E-04
1,27E-04
1,28E-04
1,31E-04
1,34E-04
1,34E-04
1,34E-04
1,35E-04
1,36E-04

PSMC4
C140RF37
HHLA3
MRPL39
CXADR
C100RF33
GNG4
RAGE
HIST1H2BD
ZMYM5
PAK2
ACADVL
NCALD
EYA4
TSC22D3
CD97
ACADM
EXOSC5
STAT2
ISL1
DNAJB4
PMEPA1
TCEA2
IGFBP2
NBPF20
LYN
MAGEF1
SERPINI1
AP1S2
LRRN2
HDLBP
MAT2B
LOC401010
PEG10
C60RF47
BAZ2B
NUPL2
JUND
HOXC9
G3BP2
SLC39A8
KIAA1370
NR2F2
MYO5C
DPP7
PSCD1
SCARA3
RPAP1
CAMKK2
CCDC46
MCM7
RNASET2
FAM129A

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 4 (PSMC4),
chromosome 14 open reading frame 37 (C140rf37)
HERV-H LTR-associating 3 (HHLA3),
mitochondrial ribosomal protein L39 (MRPL39), ,
coxsackie virus and adenovirus receptor (CXADR)
chromosome 10 open reading frame 33 (C100rf33)
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 4 (GNG4),
renal tumor antigen (RAGE)
histone cluster 1, H2bd (HIST1H2BD),
zinc finger, MYM-type 5 (ZMYMS5),

PREDICTED: p21 (CDKN1A)-activated kinase 2 (PAK2)
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain (ACADVL), ,
neurocalcin delta (NCALD)
eyes absent homolog 4 (Drosophila) (EYA4),

TSC22 domain family, member 3 (TSC22D3),

CD97 molecule (CD97),
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to C-12 straight chain (ACADM),
exosome component 5 (EXOSC5)
signal transducer and activator of transcription 2, 113kDa (STAT2)
ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain, (islet-1) (ISL1)
Dnad (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 (DNAJB4)
prostate transmembrane protein, androgen induced 1 (PMEPA1),
transcription elongation factor A (Sll), 2 (TCEA2),
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa (IGFBP2)
neuroblastoma breakpoint family, member 20 (NBPF20)
v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog (LYN)
melanoma antigen family F, 1 (MAGEF1)
serpin peptidase inhibitor, clade | (neuroserpin), member 1 (SERPINI1)
adaptor-related protein complex 1, sigma 2 subunit (AP1S2)
leucine rich repeat neuronal 2 (LRRN2),
high density lipoprotein binding protein (HDLBP),
methionine adenosyltransferase I, beta (MAT2B),
PREDICTED: hypothetical LOC401010 (LOC401010), misc RNA,
PREDICTED: paternally expressed 10 (PEG10)
chromosome 6 open reading frame 47 (C60rf47)
bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2B (BAZ2B)
nucleoporin like 2 (NUPL2)
jun D proto-oncogene (JUND)
homeobox C9 (HOXC9)

GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 2 (G3BP2),
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 8 (SLC39A8),
KIAA1370 (KIAA1370)
nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 (NR2F2)
myosin VC (MYO5C)
dipeptidyl-peptidase 7 (DPP7)
pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil domains 1(cytohesin 1) (PSCD1),
scavenger receptor class A, member 3 (SCARA3),

RNA polymerase |l associated protein 1 (RPAP1)
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta (CAMKK2),
coiled-coil domain containing 46 (CCDC46),
minichromosome maintenance complex component 7 (MCM7),
ribonuclease T2 (RNASET2)
family with sequence similarity 129, member A (FAM129A),
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1693
1694
1695
1696
1697
1698
1699
1700
1701
1702
1703
1704
1705
1706
1707
1708
1709
1710
1711
1712
1713
1714
1715
1716
1717
1718
1719
1720
1721
1722
1723
1724
1725
1726
1727
1728
1729
1730
1731
1732
1733
1734
1735
1736
1737
1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
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1,52
2,17
1,51

1,55
2,07
1,54
1,59
1,66
1,51

1,70
1,57
1,50
-1,61
1,56
1,53
1,53
-1,50
-1,54
-1,55
-1,64
1,57
1,59
-1,58
1,76
-1,69
-2,02
1,65
1,85
1,52
1,56
1,76
-1,61
1,57
1,62
-1,53
1,60
-1,60
1,55
1,62
-2,02
1,70
1,52
-1,54
1,53
1,53
2,06
1,68
-1,59
1,50
-1,50
-1,50
-1,61
-1,59

1,37E-04
1,39E-04
1,39E-04
1,40E-04
1,40E-04
1,41E-04
1,42E-04
1,43E-04
1,44E-04
1,45E-04
1,46E-04
1,47E-04
1,48E-04
1,52E-04
1,52E-04
1,55E-04
1,56E-04
1,57E-04
1,58E-04
1,60E-04
1,61E-04
1,61E-04
1,62E-04
1,63E-04
1,63E-04
1,63E-04
1,64E-04
1,65E-04
1,66E-04
1,66E-04
1,67E-04
1,69E-04
1,70E-04
1,70E-04
1,74E-04
1,74E-04
1,74E-04
1,74E-04
1,76E-04
1,83E-04
1,84E-04
1,85E-04
1,87E-04
1,89E-04
1,89E-04
1,90E-04
1,90E-04
1,94E-04
1,95E-04
1,96E-04
1,97E-04
1,99E-04
2,00E-04

ELAVLA1
HIST1H2BD
CENPF
FAM158A
LARP6
MPDU1
OGFRLA1
SLCO3A1
TSC22D1
ZNF664
WDR33
HS,10862
WASPIP
HOXD11
LOC644615
MFSD5
ZMYM6
METTL7A
SLC12A4
EBP
SLC25A3
AMT
GBA
BNIP3
CCNH
MCOLN3
CRELD2
GNB1L
UNG
LONRF2
PLEKHG4
MAP7
C190RF12
PALM
ZNF280D
CENPH
DFNAS
ITGA5
HS,370359
SPRY2
NR2F6
SLAMF7
PTPN13
NARF
RERE
DDR2
MLLT11
GPN2
KCTD13
LOC644935
PCF11
TUBBG6
NRG4

ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 1 (Hu antigen R) (ELAVL1)
histone cluster 1, H2bd (HIST1H2BD),
centromere protein F, 350/400ka (mitosin) (CENPF)
family with sequence similarity 158, member A (FAM158A)
La ribonucleoprotein domain family, member 6 (LARP6),
mannose-P-dolichol utilization defect 1 (MPDU1)
opioid growth factor receptor-like 1 (OGFRL1)
solute carrier organic anion transporter family, member 3A1 (SLCO3A1)
TSC22 domain family, member 1 (TSC22D1),
zinc finger protein 664 (ZNF664)
WD repeat domain 33 (WDR33),
cDNA: FLJ23313 fis, clone HEP11919
Wiskott-Aldrich syndrome protein interacting protein (WASPIP)
homeobox D11 (HOXD11)
PREDICTED: similar to Ras-related protein Rab-13 (LOC644615)
major facilitator superfamily domain containing 5 (MFSDS5)
zinc finger, MYM-type 6 (ZMYM6)
methyltransferase like 7A (METTL7A)
solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 4 (SLC12A4)
emopamil binding protein (sterol isomerase) (EBP)
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate carrier), member 3
aminomethyltransferase (AMT)
glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase) (GBA),
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 (BNIP3),
cyclin H (CCNH)
mucolipin 3 (MCOLN3)
cysteine-rich with EGF-like domains 2 (CRELD2)
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1-like (GNB1L)
uracil-DNA glycosylase (UNG), ,

LON peptidase N-terminal domain and ring finger 2 (LONRF2)
pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member 4
microtubule-associated protein 7 (MAP7)
chromosome 19 open reading frame 12 (C190rf12),
paralemmin (PALM),
zinc finger protein 280D (ZNF280D),
centromere protein H (CENPH)
deafness, autosomal dominant 5 (DFNAS5),
integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) (ITGA5)
mRNA; cDNA DKFZp686F09166 (from clone DKFZp686F09166)
sprouty homolog 2 (Drosophila) (SPRY2)
nuclear receptor subfamily 2, group F, member 6 (NR2F6)

SLAM family member 7 (SLAMF7)
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13
nuclear prelamin A recognition factor (NARF),
arginine-glutamic acid dipeptide (RE) repeats (RERE),
discoidin domain receptor tyrosine kinase 2 (DDR2),
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)
GPN-loop GTPase 2 (GPN2)
potassium channel tetramerisation domain containing 13 (KCTD13)
PREDICTED: similar to E74-like factor 2 (ets domain transcription factor) isoform 1
PCF11, cleavage and polyadenylation factor subunit, homolog (S, cerevisiae) (PCF11)
PREDICTED: tubulin, beta 6 (TUBB6)
neuregulin 4 (NRG4)
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1746
1747
1748
1749
1750
1751
1752
1753
1754
1755
1756
1757
1758
1759
1760
1761
1762
1763
1764
1765
1766
1767
1768
1769
1770
1771
1772
1773
1774
1775
1776
1777
1778
1779
1780
1781
1782
1783
1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
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2,41
1,72
-1,57
1,60
-1,50
-1,57
1,53
-1,53
-1,56
1,58
1,66
-1,54
1,79
6,30
1,65
-1,61
-1,64
1,60
1,52
1,53
1,56
2,65
-1,60
1,53
1,57
-1,51
-1,56
3,08
1,67
-1,53
1,50
1,55
1,56
1,63
1,58
1,51

2,18
-1,51
-1,56
1,69
1,71

-1,50
-1,50
1,86
1,50
-2,54
-2,48
-1,51
1,60
1,60
1,52
1,53
1,68

2,02E-04
2,05E-04
2,05E-04
2,05E-04
2,05E-04
2,08E-04
2,09E-04
2,15E-04
2,15E-04
2,16E-04
2,18E-04
2,21E-04
2,22E-04
2,23E-04
2,26E-04
2,31E-04
2,33E-04
2,36E-04
2,40E-04
2,40E-04
2,43E-04
2,46E-04
2,46E-04
2,47E-04
2,47E-04
2,47E-04
2,49E-04
2,54E-04
2,56E-04
2,58E-04
2,61E-04
2,61E-04
2,64E-04
2,64E-04
2,65E-04
2,66E-04
2,67E-04
2,67E-04
2,68E-04
2,69E-04
2,73E-04
2,75E-04
2,76E-04
2,79E-04
2,90E-04
2,93E-04
2,99E-04
3,01E-04
3,01E-04
3,02E-04
3,11E-04
3,12E-04
3,16E-04

WNT3A
FCGRT
CUL9
CCND2
NUP155
TPD52L2
NRP1
HMBS
KCNG3
FCAR
HEY2
CSTF3
FAM162A
KRTAP19-1
PHF21B
ARL6IP5
IRF7
C90RF127
PAXIP1
Sep-03
SHANK3
DDIT4
LYPD1
RORA
YDJC
DUT
C10RF163
ANXA1
KIAA1949
FRMD4A
SVIL
UFSP1
SLC3A2
ITPRIP
WBP5
CD276
RHOB
POLG2
MRPL20
ANG
FNDC1
HES6
GSTM3
ANG
LOC284988
EEF1A2
QPCT
LEO1
MGC42367
AZIN1
KCNKA1
FBXW4
C10RF54

wingless-type MMTYV integration site family, member 3A (WNT3A)
Fc fragment of 1I9G, receptor, transporter, alpha (FCGRT),
cullin 9 (CUL9)
cyclin D2 (CCND2)
nucleoporin 155kDa (NUP155),
tumor protein D52-like 2 (TPD52L2),
neuropilin 1 (NRP1),
hydroxymethylbilane synthase (HMBS),
potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 3 (KCNG3),
Fc fragment of IgA, receptor for (FCAR), tv 9
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2 (HEY2)
cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 3, 77kDa (CSTF3),
family with sequence similarity 162, member A (FAM162A)
keratin associated protein 19-1 (KRTAP19-1)

PHD finger protein 21B (PHF21B)
ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 5 (ARL6IP5)
interferon regulatory factor 7 (IRF7), tv b
chromosome 9 open reading frame 127 (C9orf127)

PAX interacting (with transcription-activation domain) protein 1 (PAXIP1)
septin 3 (SEPT3), tv B
SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3 (SHANKS3)
DNA-damage-inducible transcript 4 (DDIT4)
LY6/PLAUR domain containing 1 (LYPD1),
RAR-related orphan receptor A (RORA),

YdjC homolog (bacterial) (YDJC)
deoxyuridine triphosphatase (DUT), ,
chromosome 1 open reading frame 163 (C10rf163)
annexin A1 (ANXA1)

KIAA1949 (KIAA1949)

FERM domain containing 4A (FRMD4A)
supervillin (SVIL),

UFM1-specific peptidase 1 (non-functional) (UFSP1)
solute carrier family 3 (activators of dibasic and neutral amino acid transport), member 2
inositol 1,4,5-triphosphate receptor interacting protein (ITPRIP)
WW domain binding protein 5 (WBP5),

CD276 molecule (CD276), XM_945872 XM_945874
ras homolog gene family, member B (RHOB)
polymerase (DNA directed), gamma 2, accessory subunit (POLG2)
mitochondrial ribosomal protein L20 (MRPL20),
angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 (ANG),
fibronectin type Il domain containing 1 (FNDC1)
hairy and enhancer of split 6 (Drosophila) (HES6)
glutathione S-transferase M3 (brain) (GSTM3)
angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 (ANG),
PREDICTED: hypothetical LOC284988 (LOC284988)
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 (EEF1A2)
glutaminyl-peptide cyclotransferase (QPCT)

Leo1, Paf1/RNA polymerase Il complex component, homolog (S, cerevisiae) (LEO1)
similar to 2010300C02Rik protein (MGC42367)
antizyme inhibitor 1 (AZIN1),
potassium channel, subfamily K, member 1 (KCNK1)

F-box and WD repeat domain containing 4 (FBXW4)
chromosome 1 open reading frame 54 (C1orf54)
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1799
1800
1801
1802
1803
1804
1805
1806
1807
1808
1809
1810
1811
1812
1813
1814
1815
1816
1817
1818
1819
1820
1821
1822
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1831
1832
1833
1834
1835
1836
1837
1838
1839
1840
1841
1842
1843
1844
1845
1846
1847
1848
1849
1850
1851
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-1,53
1,53
1,57
1,54
2,17
1,58
-1,74
-1,98
1,50
-1,59
1,59
1,56
-1,52
1,83
1,95
1,52
1,67
1,52
-1,53
-1,52
-2,21
1,56
1,61

1,51

1,67
1,50
1,51
1,83
-1,63
1,63
-1,50
1,78
1,52
2,54
1,51

-1,52
-1,57
4,54
-1,51
1,58
1,50
1,51

1,52
1,53
1,54
1,59
-1,58
1,76
1,58
1,51
-1,50
-1,52
1,52

3,21E-04
3,21E-04
3,25E-04
3,31E-04
3,31E-04
3,35E-04
3,36E-04
3,42E-04
3,45E-04
3,49E-04
3,53E-04
3,57E-04
3,73E-04
3,77E-04
3,77E-04
3,79E-04
3,85E-04
3,85E-04
3,86E-04
3,88E-04
3,92E-04
3,94E-04
4,03E-04
4,10E-04
4,15E-04
4,26E-04
4,44E-04
4,53E-04
4,60E-04
4,62E-04
4,65E-04
4,79E-04
4,81E-04
4,86E-04
4,88E-04
4,88E-04
4,91E-04
5,02E-04
5,14E-04
5,27E-04
5,29E-04
5,32E-04
5,39E-04
5,47E-04
5,49E-04
5,51E-04
5,74E-04
5,76E-04
5,81E-04
5,83E-04
6,01E-04
6,08E-04
6,18E-04

KIAA1370
C50RF13
WRB
FAM101B
HSPA1B
THOC4
FCGBP
CLK1
CADM4
STAMBPL1
PARD3
RAB13
MLF1IP
KIF1A
DNAJB1
DCUN1D3
TNFRSF25
OBFC2A
TSC1
PNPT1
ALDH5A1
GATA2
DACT3
CXORF40A
ARPC3
MSRB2
C70RF44
GLIPR1
VAMP2
IFI16
USP48
FEZ1
NUDT10
ATF3
IFITM3
PRRT3
NFE2L3
LOX
CSNK1G1
MIF4GD
WTIP
LOC642897
CCND2
MAP1B
ZKSCAN1
C100RF65
PLS1
JUN
GPR162
EFCAB4A
EDA2R
UBE1
FOXRED2

KIAA1370 (KIAA1370)
chromosome 5 open reading frame 13 (C50rf13)
tryptophan rich basic protein (WRB)
family with sequence similarity 101, member B (FAM101B)
heat shock 70kDa protein 1B (HSPA1B)
PREDICTED: THO complex 4 (THOC4)
Fc fragment of IgG binding protein (FCGBP)
CDC-like kinase 1 (CLK1)
cell adhesion molecule 4 (CADM4)
STAM binding protein-like 1 (STAMBPL1)
par-3 partitioning defective 3 homolog (C, elegans) (PARD3)
RAB13, member RAS oncogene family (RAB13)
MLF1 interacting protein (MLF1IP)
kinesin family member 1A (KIF1A)

Dnad (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 (DNAJB1)
DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 3 (S, cerevisiae)
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25 (TNFRSF25), 0
oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold containing 2A (OBFC2A)
tuberous sclerosis 1 (TSC1),
polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1 (PNPT1)
aldehyde dehydrogenase 5 family, member A1 (ALDH5A1), ,
GATA binding protein 2 (GATA2)
dapper, antagonist of beta-catenin, homolog 3 (Xenopus laevis) (DACT3)
chromosome X open reading frame 40A (CXorf40A)
actin related protein 2/3 complex, subunit 3, 21kDa (ARPC3)
methionine sulfoxide reductase B2 (MSRB2)
chromosome 7 open reading frame 44 (C70rf44)

GLI pathogenesis-related 1 (GLIPR1)
vesicle-associated membrane protein 2 (synaptobrevin 2) (VAMP2)
interferon, gamma-inducible protein 16 (IFI16)
ubiquitin specific peptidase 48 (USP48),
fasciculation and elongation protein zeta 1 (zygin I) (FEZ1),
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 10 (NUDT10)
activating transcription factor 3 (ATF3),
interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) (IFITM3)
proline-rich transmembrane protein 3 (PRRT3)
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3 (NFE2L3)
lysyl oxidase (LOX)
casein kinase 1, gamma 1 (CSNK1G1)

MIF4G domain containing (MIF4GD)

PREDICTED: Wilms tumor 1 interacting protein (WTIP)
PREDICTED: misc_RNA (LOC642897), miscRNA,
cyclin D2 (CCND2)
microtubule-associated protein 1B (MAP1B)
zinc finger with KRAB and SCAN domains 1 (ZKSCAN1)
chromosome 10 open reading frame 65 (C100rf65)
plastin 1 (I isoform) (PLS1)
jun oncogene (JUN)

G protein-coupled receptor 162 (GPR162), tv A-2
EF-hand calcium binding domain 4A (EFCAB4A)
ectodysplasin A2 receptor (EDA2R)
ubiquitin-activating enzyme E1 (UBE1),
FAD-dependent oxidoreductase domain containing 2 (FOXRED?2)
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1852
1853
1854
1855
1856
1857
1858
1859
1860
1861
1862
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869
1870
1871

1872
1873
1874
1875
1876
1877
1878
1879
1880
1881

1882
1883
1884
1885
1886
1887
1888
1889
1890
1891
1892
1893
1894
1895
1896
1897
1898
1899
1900

1901
1902
1903
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-1,53
-1,51
1,55
1,52
-1,53
-1,56
1,54
-1,53
1,51

-1,69
1,85
-1,50
-1,62
1,51

-2,26
1,53
-1,55
1,63
-1,51
1,51

1,53
1,52
1,71

1,70
-1,83
-1,51
1,57
-1,65
1,56
-2,03

-1,51
1,54
1,53

2,28
1,56

477
4,18

-1,96
1,53
1,54

-1,64
1,53

-1,59
1,55

1,52
1,85

1,71
1,56
1,60

-1,59
-1,59
1,56

6,27E-04
6,27E-04
6,29E-04
6,34E-04
6,35E-04
6,83E-04
6,84E-04
6,94E-04
7,04E-04
7,07E-04
7,10E-04
7,21E-04
7,47TE-04
7,56E-04
7,66E-04
7,68E-04
7,78E-04
7,98E-04
8,15E-04
8,37E-04

8,39E-04
8,46E-04
8,66E-04
8,68E-04
8,96E-04
9,01E-04
9,10E-04
9,61E-04
9,79E-04
9,83E-04

9,87E-04
9,93E-04
1,01E-03
1,03E-03
1,03E-03
1,04E-03
1,05E-03
1,05E-03
1,07E-03
1,09E-03
1,09E-03
1,10E-03
1,11E-03
1,15E-03
1,16E-03
1,17E-03
1,18E-03
1,18E-03
1,22E-03

1,23E-03
1,25E-03
1,26E-03

FAM86C
TGIF1
GGH
PTK7
FAM84B
CSTF3
P4HA2
BCKDHA
AKAPS8L
TMOD1
BSN
UBE4A
LOC645968
PGAM1
CXCL16
SLC26A6
F11R
PRAC
ZNF330
SMARCD3

ZNF385D
LOC441763
PGRMCA1
P4HA2
PYGL
WDR27
RNASE4
LRDD
RRAS
TAF15

H3F3B
SRXN1
SHANKS3
ACTA2
C30RF52
STXBP2
KRTAP19-6
MLH1
CNTNAP1
C190RF73
LOC723972
GABRE
ANP32A
C170RF70
AHI1
P4HA2
NDRG1
NOTCH1
HS,543887

ASB13
PIGW
PNCK

family with sequence similarity 86, member C (FAM86C),
TGFB-induced factor homeobox 1 (TGIF1),
gamma-glutamyl hydrolase (conjugase, folylpolygammaglutamyl hydrolase) (GGH)
PTKY protein tyrosine kinase 7 (PTK7), tv PTK7-4
family with sequence similarity 84, member B (FAM84B)
cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 3, 77kDa (CSTF3),
prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide Il (P4HA2),
branched chain keto acid dehydrogenase E1, alpha polypeptide (BCKDHA)
A kinase (PRKA) anchor protein 8-like (AKAPS8L)
tropomodulin 1 (TMOD1)
bassoon (presynaptic cytomatrix protein) (BSN)
ubiquitination factor E4A (UFD2 homolog, yeast) (UBE4A)
PREDICTED: similar to 40S ribosomal protein S3a (V-fos transformation effector protein)
phosphoglycerate mutase 1 (brain) (PGAM1)
chemokine (C-X-C motif) ligand 16 (CXCL16)
solute carrier family 26, member 6 (SLC26A6),
F11 receptor (F11R),
prostate cancer susceptibility candidate (PRAC)
zinc finger protein 330 (ZNF330)

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
Subfamily d, member 3

zinc finger protein 385D (ZNF385D)
PREDICTED: hypothetical LOC441763 (LOC441763)
progesterone receptor membrane component 1 (PGRMC1)
prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide Il (P4HA2),
phosphorylase, glycogen, liver (PYGL)

WD repeat domain 27 (WDR27)
ribonuclease, RNase A family, 4 (RNASE4),
leucine-rich repeats and death domain containing (LRDD),
related RAS viral (r-ras) oncogene homolog (RRAS)

TAF15 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 68kDa
(TAF15),
H3 histone, family 3B (H3,3B) (H3F3B)

sulfiredoxin 1 homolog (S, cerevisiae) (SRXN1)
SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3 (SHANKS3)
actin, alpha 2, smooth muscle, aorta (ACTA2)
chromosome 3 open reading frame 52 (C30rf52)
syntaxin binding protein 2 (STXBP2)
keratin associated protein 19-6 (KRTAP19-6)
mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E, coli) (MLH1)
contactin associated protein 1 (CNTNAP1)
chromosome 19 open reading frame 73 (C190rf73)
hepatopoietin PCn127 (LOC723972), non-coding RNA,
gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, epsilon (GABRE)
acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A (ANP32A)
chromosome 17 open reading frame 70 (C170rf70)
Abelson helper integration site 1 (AHI1)
prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide Il (P4HA2),
N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1)
Notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila) (NOTCH1)

AGENCOURT_14535501 NIH_MGC_191 cDNA clone IMAGE:30415823 5, mRNA se-
quence
ankyrin repeat and SOCS box-containing 13 (ASB13)

phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class W (PIGW)
pregnancy upregulated non-ubiquitously expressed CaM kinase (PNCK)

214




1904
1905
1906
1907
1908
1909
1910
1911
1912
1913
1914
1915
1916
1917
1918
1919
1920
1921
1922
1923
1924
1925
1926
1927
1928
1929
1930
1931
1932
1933
1934
1935
1936
1937
1938
1939
1940
1941
1942
1943
1944
1945
1946
1947
1948
1949
1950
1951
1952
1953
1954
1955
1956
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-1,64
1,81

-1,58
-1,57
1,53
-1,53
1,93
1,55
1,53
1,63
1,67
1,51

1,94
1,56
-1,62
1,71

-2,27
1,59
-1,72
1,59
1,58
1,64
1,56
-1,60
1,56
1,55
2,03
1,55
1,53
1,50
-1,62
-1,59
1,56
-2,18
1,72
1,50
1,75
1,55
-1,56
-1,52
1,61

1,50
1,96
-1,50
-1,56
1,51

-1,86
-1,51
1,60
1,53
1,54
1,51

1,62

1,28E-03
1,29E-03
1,30E-03
1,36E-03
1,38E-03
1,40E-03
1,43E-03
1,50E-03
1,50E-03
1,50E-03
1,51E-03
1,52E-03
1,55E-03
1,56E-03
1,57E-03
1,65E-03
1,68E-03
1,70E-03
1,70E-03
1,71E-03
1,74E-03
1,75E-03
1,85E-03
2,02E-03
2,05E-03
2,16E-03
2,23E-03
2,24E-03
2,25E-03
2,33E-03
2,36E-03
2,52E-03
2,54E-03
2,64E-03
2,65E-03
2,68E-03
2,88E-03
2,92E-03
2,94E-03
2,97E-03
3,00E-03
3,10E-03
3,11E-03
3,22E-03
3,22E-03
3,48E-03
3,49E-03
3,53E-03
3,55E-03
3,57E-03
3,63E-03
3,79E-03
3,95E-03

SLC25A13
IGFBP5
PRIM1
SGK
IFITM1
BEX2
DHRS2
RNASE4
C60RF66
FLJ35220
CHD5
SEMA3E
GBP2
FMN2
NCAPG
FAMS7A
APP
C60RF204
SSH3
HTRA1
TATDN3
IGFBP5
DHRS2
ASS1
ARID4B
LRRN3
HSPA1A
BTG3
ZNF256
CLDN15
HSD17B6
TNFRSF10D
ZNF800
HTATIP2
AKR1C3
UPP1
CCL8
TNMD
TCF12
SLC39A8
SCARNA9
SDF2L1
H1FO
H2AFJ
TSPAN13
CACNB3
CALCB
TRAF3IP2
NRN1
CIRBP
MAPG6D1
COL7A1
MDK

solute carrier family 25, member 13 (citrin) (SLC25A13)
insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5)
primase, DNA, polypeptide 1 (49kDa) (PRIM1)
serum/glucocorticoid regulated kinase (SGK)
interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) (IFITM1)
brain expressed X-linked 2 (BEX2)
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2 (DHRS2),
ribonuclease, RNase A family, 4 (RNASE4),
chromosome 6 open reading frame 66 (C60rf66)
hypothetical protein FLJ35220 (FLJ35220)
chromodomain helicase DNA binding protein 5 (CHD5)
sema domain, (semaphorin) 3E (SEMA3E)
guanylate binding protein 2, interferon-inducible (GBP2)
formin 2 (FMN2)
non-SMC condensin | complex, subunit G (NCAPG)
family with sequence similarity 57, member A (FAM57A)
amyloid beta (A4) precursor protein (APP),
chromosome 6 open reading frame 204 (C60rf204),
slingshot homolog 3 (Drosophila) (SSH3)
HtrA serine peptidase 1 (HTRA1)

TatD DNase domain containing 3 (TATDNS3),
insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5)
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2 (DHRS2),
argininosuccinate synthetase 1 (ASS1),

AT rich interactive domain 4B (RBP1-like) (ARID4B),
leucine rich repeat neuronal 3 (LRRN3),
heat shock 70kDa protein 1A (HSPA1A)

BTG family, member 3 (BTG3)
zinc finger protein 256 (ZNF256)
claudin 15 (CLDN15)
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 homolog (mouse) (HSD17B6)
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10d
zinc finger protein 800 (ZNF800)

HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDa (HTATIP2)
aldo-keto reductase family 1, member C3
uridine phosphorylase 1 (UPP1),
chemokine (C-C motif) ligand 8 (CCLS8)
tenomodulin (TNMD)
transcription factor 12 (TCF12),
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 8 (SLC39A8),
small Cajal body-specific RNA 9 (SCARNA9), guide RNA,
stromal cell-derived factor 2-like 1 (SDF2L1)

H1 histone family, member 0 (H1FO0)

H2A histone family, member J (H2AFJ),
tetraspanin 13 (TSPAN13)
calcium channel, voltage-dependent, beta 3 subunit (CACNB3)
calcitonin-related polypeptide beta (CALCB)

TRAF3 interacting protein 2 (TRAF3IP2),
neuritin 1 (NRN1)
cold inducible RNA binding protein (CIRBP)

MAP6 domain containing 1 (MAP6D1)
collagen, type VII, alpha 1
midkine (neurite growth-promoting factor 2) (MDK),
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1957
1958
1959
1960
1961
1962
1963
1964
1965
1966
1967
1968
1969
1970
1971
1972
1973
1974
1975
1976
1977
1978
1979
1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
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1,50
-1,69
1,63
1,54
1,52
-1,60
-2,14
1,98
-1,55
1,61

-1,81
-1,87
1,90
1,61

1,69
-1,52
-1,52
1,59
-1,51
1,60
1,57
1,63
1,66
-1,51
-1,61
-1,58
1,63
1,80
3,21

1,66
-1,65
1,50
1,65
1,52
1,80
1,63
1,58
1,99
1,51

4,18E-03
4,33E-03
4,60E-03
5,05E-03
5,17E-03
5,19E-03
5,23E-03
5,40E-03
5,44E-03
5,74E-03
5,93E-03
6,20E-03
6,40E-03
6,41E-03
6,51E-03
7,01E-03
7,11E-03
7,33E-03
7,40E-03
8,33E-03
8,82E-03
9,02E-03
9,37E-03
9,69E-03
9,70E-03
1,01E-02
1,10E-02
1,11E-02
1,17E-02
1,62E-02
1,66E-02
2,21E-02
2,60E-02
2,71E-02
3,19E-02
3,39E-02
3,56E-02
4,74E-02
4,78E-02

ZNF608
FZD6
ASNS
JPH3
AFF4
MERTK
APP
SERTAD1
TCF12
CEBPG
ASS1
UCHL1
TNFRSF12A
CHACH1
PSG4
NPTX2
CHCHD7
CHMPG6
DHDH
RUNX3
CEBPB
ABCB1
XBP1
TFPI
ELF4
C70RF53
TMEM22
DDIT3
EGR1
ZNF467
ALDH5A1
SQLE
KIAA1683
1ISG20
BHLHB2
DNAH17
KRTAP20-2
ETV5
RAB26

zinc finger protein 608 (ZNF608)
frizzled homolog 6 (Drosophila) (FZD6)
asparagine synthetase (ASNS),
junctophilin 3 (JPH3)
AF4/FMR2 family, member 4 (AFF4)
c-mer proto-oncogene tyrosine kinase (MERTK)
amyloid beta (A4) precursor protein (APP),
SERTA domain containing 1 (SERTAD1)
transcription factor 12 (TCF12),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma (CEBPG)
argininosuccinate synthetase 1 (ASS1),
ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase) (UCHL1)
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A (TNFRSF12A)
ChaC, cation transport regulator homolog 1 (E, coli) (CHAC1)
pregnancy specific beta-1-glycoprotein 4 (PSG4),
neuronal pentraxin Il (NPTX2)
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 7 (CHCHD?7),
PREDICTED: chromatin modifying protein 6 (CHMP6)
dihydrodiol dehydrogenase (dimeric) (DHDH)
runt-related transcription factor 3 (RUNX3),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta (CEBPB)
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 (ABCB1)
X-box binding protein 1 (XBP1),
tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation inhibitor) (TFPI),
E74-like factor 4 (ets domain transcription factor) (ELF4)
chromosome 7 open reading frame 53 (C70rf53)
transmembrane protein 22 (TMEM22),
DNA-damage-inducible transcript 3 (DDIT3)
early growth response 1 (EGR1)
zinc finger protein 467 (ZNF467)
aldehyde dehydrogenase 5 family, member A1 (ALDH5A1), ,
squalene epoxidase (SQLE)
KIAA1683 (KIAA1683)
interferon stimulated exonuclease gene 20kDa (ISG20)
basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 (BHLHB2)
dynein, axonemal, heavy polypeptide 17 (DNAH17)
keratin associated protein 20-2 (KRTAP20-2)
ets variant gene 5 (ets-related molecule) (ETV5)
RAB26, member RAS oncogene family (RAB26)

Tabla 1. Genes diferencialmente expresados entre clones P2X7-WT y HEK293 parentales. Se
muestran los 1995 genes diferencialmente expresados en el contraste de clones P2X7-WT versus HEK293
parentales. Los genes estan ordenados de acuerdo a valor estadistico decreciente (Valor P). FC (Fold change):
Veces de cambio en la expresion génica con respecto a HEK293 parentales.
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Tabla 2. Genes con expresion diferencial entre clones P2X7-WT y clones P2X7-WT/GIn460Arg. Se

muestran los genes diferencialmente expresados en el contraste de clones P2X7-WT/GIn460Arg versus clones

P2X7-WT. Los genes estan ordenados de acuerdo a valor estadistico decreciente (Valor P). FC: (fold change),
veces de cambio en la expresion génica de clones P2X7-WT/GIn460Arg con respecto a clones P2X7-WT.

.z

Funciéon molecular: Se muestra el término de la base de datos Gene Ontology mads frecuente para cada gen.

de la base de datos Gene Ontology mas frecuente para cada gen. ND:

I3

Se muestra el término

,

ogico:

Proceso biol

Funcion molecular o proceso biolégico no determinado.
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