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MATERIALES Y METODOS

1. Muestras de tejido timico y tejido control.

Las muestras de tejido timico normal utilizadas en esta tesis se obtuvieron en el curso de
intervenciones quirurgicas de pacientes con anormalidad cardiaca congénita en el servicio
de cardiologia de la Residencia Vall d’Hebré. Las muestras de timos patolégicos se
obtuvieron de pacientes con MG sometidos a timectomia total, en la Clinica Universitaria de
Tubingen (Alemania).

Las muestras de tejido utilizadas como controles fueron eso6fago, estomago, glandulas
suprarrenales, tiroides, higado y pancreas y se obtuvieron de individuos donantes de
6rganos. Como control positivo de la expresion de los antigenos del sistema nervioso central
se utilizé RNA de cerebro humano (Clonotech laboratories). Como control positivo de la
expresion de las subunidades del AChR, se utilizaron muestras de musculo humano. Como
control positivo de la expresion de antigenos prostaticos se utilizaron muestras de préstata
humana. Se emplearon ademas como controles adicionales las lineas celulares U937 de
origen monocitico (Sundstrom C, et al 1976) y M1 de origen fibroblastico (Roger-Pokora B,
et al. 1984) y linfocitos de sangre periférica (PBLS).

El total de las muestras utilizadas fueron distribuidas en tres paneles para su posterior
estudio: un panel de tejidos controles, un panel de timos normales, y un panel de 10 timos
patologicos. En la tabla | se encuentran enumeradas las muestras utilizadas y las edades
respectivas. En la tabla Il se listan los pacientes con patologia timica, los titulos de
autoanticuerpos, el diagndstico por anatomia patoldgica y el grado de Osserman en el caso
de los pacientes con Miastenia Gravis.

Los procedimientos de obtencidon de las muestras fueron aprobados por el Comité de Etica
del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol (Barcelona) y de la Clinica Universitaria de

Tubingen (Alemania).

2. Preparacion de las muestras y obtencion de bloques congelados.

Las muestras de tejido se recogieron en quiréfano y se transportaron hasta el laboratorio a
4°C en medio HBSS (Life Technologies Inc., Paisley, Escocia) suplementado con 40 ug/ml
de gentamicina (Normon, Madrid, Espafia) y 100 Ul/ml de penicilina (Roger, Barcelona,
Espafa). Un numero representativo de bloques de cada muestra de tejido, de
aproximadamente 9 mm? fueron congelados por inmersion en isopentano en un bafio de
acetona enfriada con hielo seco y almacenados a -80°C hasta el momento de ser utilizados

para la extraccion del RNA.
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Numero de Timos Normales
Muestra Tejidos Control (Edad)

1 M1 (fibroblastos) 2 dias

2 U937 (monocitos) 8 dias

3 PBLs 10 dias

4 Esofago 2 meses

5 Estomago 5 meses

6 Glandula Adrenal 1 afo

7 Higado 1 afo

8 Tiroides 2 afos

9 Cerebro 2 afos
10 Pancreas 4 afios
11 Timo 4 afios
12 Préstata 6 afos
13 Musculo 12 afios
14 16 afios

Tabla I: Panel de tejidos control y de muestras timicas normales

utilizadas en los experimentos de amplificacion.

3. Obtencion de las diferentes facciones celulares timicas.

Las fracciones celulares timicas fueron obtenidas tal como se describid previamente
(Sospedra et al., 1998). Brevemente, el tejido timico se limpié de tejido conjuntivo y grasa, y
se corto en piezas pequefas. Los fragmentos se lavaron con medio HBSS suplementado
con 2mM de L-glutamnina, 40 pg/ml de gentamicina y 100 Ul/ml de penicilina y se
sometieron a tres intervalos de digestion de 25 minutos cada uno, a 37°C en agitacion
continua. El medio de digestion consistié en RPMI 1640 (Whittaker, Walkersville, MD, USA)
suplementado con 2 mg/ml de colagenasa (tipo P, act. sp. 2,7 U/mg) y 0,05 mg/ml de DNase
(Sigma).Los fragmentos del estroma timico sin digerir constituyeron la fraccion 1. Las células
obtenidas de la digestion constituyeron la fraccién 2. Una alicuota de las células de la
fraccion 2 se incubd con eritrocitos de carnero previamente tratados con 0,1 U de
neuraminidase Type X (Sigma Chemical Co.) con el fin de eliminar los timocitos por
formacién de rosetas. Las células no formadoras de rosetas fueron separadas de las rosetas
mediante un gradiente de Ficoll (Ficoll-Hypaque Lymphoprep, Pharmacia Biotech, Upsala,

Suecia). Tras centrifugacion a 700 xg durante 30 minutos, se recogieron en la interfase las
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células no formadoras de rosetas, que constituyeron la fraccion 3. El pellet integrado por los
timocitos CD2", (células formadoras de rosetas) fueron separados de los gldbulos rojos de
carnero mediante lisis de los mismos por shock hipoténico con un buffer ACK (NH,4CI 0,15M,
KHCO; y EDTA 0,1mM).y constituyeron la fraccién 4. En sintesis, de acuerdo al protocolo de
fraccionamiento seguido, las fracciones resultantes fueron: la fraccion 1, enriquecida en
células epiteliales, la fraccion 3 enriquecida en macréfagos y células dendriticas, la fraccion
4 enriquecida en timocitos, la fraccién 2, enriquecida en macrofagos, células dendriticas y
timocitos, de la cual derivan las fracciones 3 y 4. Las cuatro fracciones celulares obtenidas
se congelaron en nitrégeno liquido en forma de pellet seco para posterior extraccion de
RNA.

Anticuerpos
Edad Grado
Caso N° Patologia Timica ant-AChR
(ahos) Osserman
nM
Timoma Tumor - -
1 65 .
(SinMG)  sin-Tumor - -
2 51 MG con Timoma 150 I1b
3 18 MG con Timoma 17,2 "
4 43 MG con Timoma 60 lla
5 60 MG con Timitis 53 b
6 31 MG con Timitis 42 I1b
7 28 MG con Timitis ++ lla
8 29 MG con Timitis 27 I1b
9 26 MG con Timitis 950 I
Tabla Il: Panel de muestras timicas patolégicas utilizadas en los

experimentos de amplificacién del receptor de acetilcolina.

4. Obtencion de células mononucleadas sanguineas.
Se obtuvieron 30 ml de sangre total heparinizada, y se diluyeron a un volumen igual de

medio RPMI suplementado con 10% FCS, 40 pg/ml de gentamicina y 100 Ul/ml de
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penicilina. Esta suspension se dispuso sobre Ficoll (Ficoll-Hypaque Lymphoprep, Pharmacia
Biotech, Upsala, Suecia) y se centrifugé a 600 xg durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las células dispuestas en la interfase se recuperaron por aspiracién, se lavaron

con PBS y se congelaron como pellet seco para extraccion de RNA.

5. Tincion para Inmunofluorescencia.

5. 1 Secciones. A partir de bloques de tejido congelado se obtuvieron secciones de 4 a 5
pm utilizando un criostato Frigocut (Reichert-Jung, Heidelberg, Alemania). Las secciones
fueron secadas 30 minutos a temperatura ambiente y conservadas a —80°C hasta el
momento de la tincidn. Antes de la tincion, las secciones fueron secadas 10 minutos a
temperatura ambiente, fijadas durante 5 minutos por inmersion en acetona fria, y

nuevamente secadas a temperatura ambiente.

5. 2 Anticuerpos. Cada anticuerpo utilizado fue previamente titulado con el fin de obtener la
concentracion de trabajo adecuada. Los sustratos empleados en la titulacion de cada
anticuerpo fueron secciones de un tejido control y un tejido positivo para la expresion del

antigeno a determinar. Las diluciones del anticuerpo se realizaron con PBS.

5. 3 Controles. Se han utilizado como controles de tincién, anticuerpos monoclonales no
relacionados, o sea anticuerpos de la misma clase pero con diferente especificidad
antigénica, como por ejemplo IA3, una IgG anti-arsenato (Dr. Vilella, Hospital Clinic i
Provincial, Barcelona, Espafia.). También se ha utilizado como suero control, suero humano

normal de tipo sanguineo AB.

5. 4 Anticuerpos secundarios. Como anticuerpos secundarios se utilizaron IgG de cabra
anti ratdbn marcado con tetrametil rodamina (TRITC) (GAR-TRITC) (Southern Biotechnology,
Birmingham, AL, USA).

5. 5 Procedimiento de tincién. Las secciones previamente fijadas y secadas se incubaron
en una camara humeda con el anticuerpo primario durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se hicieron 2 lavados de 10 minutos cada uno en PBS-albumina y
se incubaron con el anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo, durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Luego de la incubacién con el anticuerpo secundario marcado con
fluorocromo se repitieron los lavados, se retird el exceso de PBS, se procedié al montaje con
medio de montaje, y se sellaron con laca de ufias. En las tinciones de inmunofluorescencia

doble para desmina (Coulter Immunotech, Marseille, France) y TE-4, la posible reactividad
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cruzada entre reactivos de diferente especie se controlé de la siguiente manera: en una
tincion control, se suprimieron el primer anticuerpo marcado con fluorocromo y el segundo
anticuerpo primario. Esto permitié determinar reactividad cruzada del segundo anticuerpo
marcado con fluorocromo con el primer anticuerpo de la tincién. En una segunda tincién
control, se suprimieron el primer anticuerpo primario y el segundo anticuerpo secundario
marcado con fluorocromo. Esto permitié detectar reacciones cruzadas entre el primer

anticuerpo marcado con fluorocromo el segundo anticuerpo de la tincién.

5. 6 Analisis de la Tincién. Las secciones de criostato tefiidas se analizaron en un
microscopio Axioskop 2 (Zeiss, Germany) unido a una video-camara Hamamatsu C5810
(Hamamatsu, Japan). Las imagenes fueron adquiridas y procesadas utilizando el software
de Openlab version 2.2.5 (Improvision Ltd., England). Se empled una lente objetivo de 63X y

la amplificacién total obtenida fue de 630X.

6. Microdiseccion por laser.

6. 1 Secciones. Las microdisecciones por laser de las cortezas y médulas timicas se
realizaron en condiciones libres de RNases. Los portaobjetos empleados para recoger las
secciones fueron previamente enjuagados con etanol 96% y dejados en estufa a 180°C toda
la noche para eliminar las RNases. Se realizaron secciones de criostato de 5 a 7 um de
espesor a partir de bloques congelados, se recogieron en los portaobjetos tratados con

etanol 96% y se mantuvieron en hielo seco hasta el momento de la tincion.

6. 2 Tincién. Las secciones timicas mantenidas en hielo seco se tifieron con hematoxilina y
eosina de acuerdo al siguiente procedimiento:

1- Etanol 70% durante 30 segundos

2- Hematoxilina durante 90 segundos

3- Lavado en agua destilada durante 5 segundos

4- Etanol 70% durante 60 segundos

5- Etanol 95% durante 60 segundos

6- Eosina alcohdlica durante 30 segundos

7- Etanol 95% dos pasajes sucesivos de 120 segundos cada uno

8- Etanol 100% 120 segundos

9- Xilol dos pasajes sucesivos durante 2,5 minutos cada uno

10- Secado al aire a temperatura ambiente durante 10 minutos

Las secciones de criostato tefiidas se mantuvieron aptas para ser microdiseccionadas

durante 3 horas.
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6. 3 Microdiseccidn por laser. Las secciones tefiidas se microdiseccionaron empleando un
microscopio de microdiseccion (LCM) Acturus Engineering (Mountain View, California).Los
parametros del microscopio fueron ajustados en un extremo de la seccién. La potencia del
laser utilizada fue de 41 mW con una duraciéon de 5 msegundos. El ancho del laser
(spotsize) fue de 30 um. Se tomaron imagenes de la seccion original, de la seccién con los
disparos realizados con el laser, de la seccion microdiseccionada y finalmente de las
porciones timicas capturadas por el laser. Las porciones capturadas se colocaron
inmediatamente en TRIzol Reagent (Life Technologies) y se mantuvieron en hielo hasta el

momento de la extraccion del RNA.

7. Obtencion de RNA y Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

7. 1 Extraccion del RNA total. El RNA total se extrajo segun la técnica de Chomczynki y
Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987). Fueron seleccionados varios bloques de tejidos
para la extraccion del RNA con el fin de obtener una muestra representativa del total de la
glandula. De éstos bloques se realizaron secciones de criostato y se tifleron con
hematoxilina-eosina para comprobar que tanto las cortezas como las médulas timicas
estuvieran presentes en el bloque, y que las areas de grasa no fueran extensas. Los
bloques de tejido fueron homogeneizados en solucion de lisis con un homogenizador T25
Ultra Turrax (IKA Labortechnik, Alemania). La solucion de lisis empleada consistié en
solucion desnaturalizante de tiocianato de guanidino (solucién D: tiocianato de guanidino
4M, citrato de sodio 50 mM pH 4, lauril-sarcosina sédica 0,5% y 2-B-mercapto etanol
100nM). A continuacion se agregaron 1 ml de fenol saturado con agua, 100 ul de acetato de
sodio 2N pH 4 y 200 pl de una mezcla de cloroformo/isoamilalcohol (en proporcién 49:1).
Las muestras se dejaron en hielo durante 15 minutos para permitir la disociacion de los
complejos nucleo-proteicos y posteriormente se centrifugaron a 13.000 r.p.m. a 4°C durante
30 minutos para separar la fase acuosa de la fase organica. La fase acuosa se recuperd por
aspiracion y se procedié a la precipitacion del RNA por agregado de un volumen de
isopropanol, a —20°C durante 3 horas. Tras una nueva centrifugacion a 13.000 r.p.m., a 4°C
durante 30 minutos, los pellets de RNA fueron resuspendidos en 300 ml de la solucién D y
nuevamente precipitados con un volumen de isopropanol a —20°C durante toda la noche. A
continuacion, fueron centrifugados durante 30 minutos a 13.000 r.p.m. a 4°C, los pellets de
RNA fueron lavados dos veces con etanol 75%, secados y resuspendidos en H,O-DEPC
(agua destilada tratada con dietilpirocarbonato (Sigma Chemical Co.) y posteriormente

autoclavada).
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7. 2 Extraccion de RNA a partir de las microdisecciones. Tras centrifugacion a 13.000
r.p.m. durante 30 minutos a 4°C, se recuperd la fase acuosa del TRIzol Reagent (Life
Technologies), se afiadid glucdgeno y se precipitdé con 500 ul de isopropanol. El pellet de

RNA obtenido se lavé dos veces con etanol 75% y se resuspendié en 20 pl de H,O-DEPC.

7. 3 Concentracion e Integridad del RNA. La concentraciéon y la pureza del RNA se
midieron por la absorbancia a 260nm y por el cociente de absorbancia a 260nm/280nm
respectivamente, en un espectrofotometro ULTROSPEC Il (Pharmacia). La integridad del
RNA se determind por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, tefido con bromuro de
etidio (BrEt), en base a la integridad de las bandas del RNA ribosomal y utilizando RNA

ribosomal de E. coli (Boehringen Mannheim) como control positivo.

7. 4 Digestion con DNAsal. Para eliminar posibles pequefas cantidades de DNA
gendmico, presentes en el RNA, 20 pug de cada muestra de RNA se digirié con la enzima
DNAsel (15U, Pharmacia Biotech) en una reaccién que contenia DTT (5mM, BRL,
Gaithersburg, MD), First Strand Buffer (50 mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 3mM MgCl, pH 8.3,
BRL), Glycogen (40mg, Boehringer Mannheim) y el inhibidor de ribonucleasas recombinante
RNasin (RNase Recombinant Ribonuclease Inhibitor 20U, BRL). La integridad del RNA

digerido se comprobo por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

7. 5 Retrotranscripcion. 1ug de RNA desnaturalizado (5 minutos a 68°C y 5 minutos en
hielo) se retrotranscribié durante 1 hora a 42°C, en un volumen de 20 pl utilizando First
Strand Buffer, proporcionado con la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (100U,
BRL) y con dNTPs (1mM, Pharmacia Biotech), Oligo-d(T) (5 uM, Genset, Paris, Francia),
agregando el inhibidor de ribonucleasas recombinante RNasin (RNase Recombinant
Ribonuclease Inhibitor 20U, BRL). Para inactivar la reaccion la muestra se calenté a 96°C

durante 5 minutos y a continuacién se coloco en hielo durante 5 minutos.

7. 6 Retrotranscripcion del RNA obtenido de las microdisecciones. El total de RNA
obtenido de las microdisecciones por laser se retrotranscribié durante 1 hora a 37°C
utilizando el buffer 5X RT (Promega), dNTPs (1mM, Pharmacia Biotech), random
hexanucleotides (Pharmacia), rRNAsin® (recombinant Ribonuclease Inhibitor, 20U,
Amersham) y la retrotrascriptasa M-MLV (Promega).

7. 7 Cebadores y sondas oligonucleotidicas Los cebadores fueron disefiados en nuestro
laboratorio a partir de secuencias génicas publicadas, utilizando el software de Oligo version

4.0 (MedProbe, Olso, Norway). La especificidad de las secuencias de los oligonucleotidos se
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evalud por FASTA en la base de datos de secuencias nucleotidicas EMBL. Los cebadores
fueron disefiados en exones diferentes para poder detectar amplificaciones de DNA
gendmico. Las secuencias de cada par de cebadores y de las respectivas oligosondas se

muestran en la tabla lll.

7. 8 Normalizacion. Las muestras de cDNA de tejido timico, de tejidos control y de las
microdisecciones fueron normalizadas usando la expresion del gen constitutivo GAPDH
como referencia. Se prepararon diluciones seriadas del cDNA, desde 1/10 hasta 1/100. Se
amplificaron 2 pl de cada dilucién para GAPDH, a 25 ciclos de reaccion. Posteriomente, en
los experimentos de amplificacion, se utilizaron como molde, las diluciones de los cDNA que

dieron bandas de intensidad similar en el gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt (0,5 pg/ml).

7. 9 Condiciones de la PCR. La reaccion de PCR se prepard en un volumen final de 20 pl,
con una mezcla de reaccion que contenia: 2l del buffer de la enzima Dynazyme Il (DZ)
(50mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1,5 mM MgCl,, 0,1% Triton X-100), 0,5 uM de cada
primer (Genset, Paris, France), 2ul de desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs) (0,2 mM,
Pharmacia, Biotech) y 0,2 pul de la DNA polimerasa Dynazyme Il (0,4U Finnzymes Oy,
Espoo, Finland). La mezcla anterior se cubrié con aceite mineral (Sigma) y la reaccion se
llevé a cabo en un termociclador Perkin-Elmer Cetus 480 (Ermeville CA).

La amplificacién del cDNA consistido de un paso de desnaturalizacion a 95°C durante 30
segundos, un paso de solapamiento o anneling de 30 segundos a la temperatura 6ptima
para cada par de cebadores, y un paso de extension a 72°C durante el tiempo necesario
dependiendo de la longitud de cada amplimero. Estos pasos se repitieron un numero de
ciclos 6ptimo para cada par de cebadores, determinado previamente en curvas de reacciéon
en los tejidos control, a fin de evitar que la reaccion entre en la fase de plateau de la
amplificacién. Los parametros de la reaccion de amplificaciéon para cada antigeno estudiado
se detallan en la tabla Ill.

En todos los experimentos de PCR se incluyé un control negativo, consistente en una
muestra que contenia todos los reactivos excepto el cDNA, y también un control positivo,
que consistié en amplificacion de cDNA del tejido del cual procede el antigeno (por ejemplo
cerebro como control positivo de amplificacidon de los antigenos del sistema nervioso

central).
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Oligonucledtido Secuencia 5’ - 3’ L Tm°C Tamafont Cidos
ACHR Sense,s; (exon 5) TGGGCACCTGGACCTAC 17 56
Alfa Antisensegz (exén 7) CGTGGAGGGGATCAGCT 17 56 374 45
Sondasg, (exdn 6) TGATGTCCAGGTAGGGGGTGT 21 66
ACHR Sensersg CCGCCGCAAGCCTCTCTTCT 20 59
Beta Antisenseqz74 GCCCGGTTTGCACCATCGAT 20 59 555 36
Sondaqq12 GGCTCCGGCATCAGGTCTCTC 21 68,6
ACHR Senseq7; GGCCCTCACACTCTCCAACC 20 66
Delta Antisensesos GGGTGATCTCTTTGGCCGTAT 21 64 375 40
Sondaysz CAGAGATGGGGCAGGAGGAGC 21 68,4
ACHR Sensegq (exon 2) GAACTGCGTCTTTATCACCA 20 58
Epsion Antisensesgz (exon 5) TACGTCTGAGAGCGGAAAATA 21 68 442 40
PSION Sonda 771 (exon 4) GACGACTTTGGGGGTATAGAA 21 62
ACHR Sensegg (exdn 5) GGTGGCCCTCTACTGCAA 18 58
Garmma Antisenseqsg (ex6n 10)  TTCTGTAGCCGGGACTGG 18 58 758 40
Sondayy (exdn 7) CTTCTGGTGGCCTGCTTCCTG 21 68
Sensesq (5'no-t) TCTTCTTTTGCGTCGCCAG 19 53,9
GAPDH  Antisenseqs (exon 5)  GGGGGCAGAGATGATGACC 19 539 32 22
Senseqqa23 (€X6N 3) TGTCATCTATGGAACTGCCTCT 22 49
PLP  Anisensei4o76 (€XON 6) CAATAAACAGGTGGAAGGTCA 21 49 512 35
Sondassz14 (€X0N 5) GGACAGAAGGTTGGAGCCACA 21 64,8
Sensesgy (exon 1) GAAGGGGTGAGACAAGGAA 19 48,4
S100 B Antisenseqss (€x6n 3) GTTTGGCTGCTTTCTAATCTC 21 48,3 320 30
Sondaggg, (exén 1) GGCGTCGTCTCTGCTGCGGGT 21 66,7
aB Senseqggq (€X6N 1) ATCGCCATCCACCACCC 17 52,7
i Antisensesgsg (ex6n 3) GAGGACCCCATCAGATGACAG 21 53 422 30
arystal Sonday1z9 (€X6N 1) GCCGAAGGTAGAAGGGACTCA 21 64,8
Senseqao; (exon 1) CTCCTCCTCCAAGTGTCTTC 20 62
a1: 674
i . a2: 557
Anfisense;es9 0 (€x0n 7)  GTAGCTCTTCAAGGAATTGC 20 58 a3 605
a4: 325
MOG 45
B1: 960
. . B2: 576
Aniisense;sszo B (ex0n 8)  AGGGCTTCCAGGTGGAAGA 20 60 83: 624
B4: 555
Sondasgq71 (€X6N 3) GACGAGGCCAAGAGTGATCTG 21 66
Sense7ass (exon 2) CTCGTGGCAGGGCAGTCT 18 53,3
PSA Antisensegs7e (€X0n 4)  CTTTTGCCCCCTGTCCA 17 54 489 35
Sonda937g (exén 4) GTCCACACACTGAAGTTTCTT 21 45,6
Sensemgm (exén 3) TGGCCTGGATTCTGTTGAGCTA 22 56,2
PSM Antisenseysszg (exén 6) GGACTTCACCCCAGGAGCAA 20 56,2 414 35
Sonda18328 (exén 4) GTGAAAGGTGGTACAATATCC 21 45,6

TABLA llI: Cebadores y sondas utilizados en los experimentos de amplificacion.
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7. 10 PCR radioactiva. La PCR radioactiva se llevé a cabo en el cuarto de instalaciones
radioactivas con las condiciones de amplificacién adecuadas para cada pareja de cebadores
como se describié anteriormente. El producto de PCR fue interiormente marcado con
nucledtidos radioactivos ([**P] dNTP) agregando 0,5 pCi de radioactivad por tubo en el

ultimo ciclo de la reaccion.

7. 11 Electroforesis. Los productos amplificados se separaron en geles de agarosa al 2%,
tefiidos con BrEt, por electroforesis en buffer TAE 1X (0,04 M Tris-Acetato; 0,001 M EDTA),
a 100 V durante 1 h. Las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz UV y los
tamafios moleculares de los amplificados se compararon con el marcador de tamafo
molecular Phi X174 /Rsal.

7. 12 Electroforesis de los geles radioactivos. 12 ul de cada producto amplificado
mediante PCR radiactiva se separaron en geles de agarosa al 2%, tefiidos con BrEt, por
electroforesis en buffer TAE 1X (0,04 M Tris-Acetato; 0,001 M EDTA), a 100 V durante 1 h.
Las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz UV y los tamafios moleculares de
los amplificados se compararon con el marcador de tamafio molecular Phi X174 /Rsal. Los
geles se contactaron durante 4 horas en placas radiosensibles (Fujifilm, Fuji photo film co.
LTD). Las imagenes se adquirieron y se analizaron en un Phosphorimager (Personal

Molecular Imager, BIORAD) empleando el programa Quantity One (version 4.1).

7. 13 Purificacion y cuantificacion de los productos amplificados. Se llevaron a cabo
experimentos de titulaciéon con el fin de titular la sensibilidad de cada pareja de cebadores. A
tal fin, se obtuvieron los productos de amplificacion de cada antigeno a partir del tejido
humano del cual procedia (las subunidades del receptor de acetilcolina a partir de musculo
humano, antigenos del sistema nervioso central a partir de cerebro y los antigenos
prostaticos a partir de préstata) y fueron purificados mediante digestién con la enzima [-
Agarasa, segun se detalla a continuacion. Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa low melting Nusieve-GTG, se visualizaron en el
transiluminador de luz UV y se cortaron las bandas correspondientes al producto amplificado
de tamano esperado. Aproximadamente 80 a 100 mg de cada amplificado, contenido en la
seccion de agarosa cortada, se incubo toda la noche a 42°C con 5 unidades de la enzima 3
agarasa | (Biolabs) y el buffer provisto con la enzima (Neb-buffer, Biolabs). Los productos de
amplificacion digeridos, se cuantificaron posteriomente en un gel de agarosa al 2% tefido

con BrEt, por comparacion con el marcador de tamafio molecular Phi X174 /Rsal de 10

32



Materiales y Métodos

ng/ul. La sensibilidad de cada pareja de cebadores se establecié por PCR, colocando

diluciones de 1 a 10° copias del amplificado purificado como molde en la reaccion de PCR.

7. 14 Transferencia a membranas de nylon. Los productos de PCR, separados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con BrEt, fueron transferidos por capilaridad
con 20X SSC (0,15 M NaCl, 0,013 M citrato sédico) a membranas de nylon (Hybond,
Amersham, U.K.) durante 20 h. Posteriormente, las membranas fueron colocadas durante 5
min en Solucion de Desnaturalizaciéon (1,5M NaCl, 0,5M NaOH), durante 1 minuto en
Solucién de Neutralizacion (1,5M NaOH, 0,5M Tris-HCI pH 7.2, 0,001M EDTA) y se fijaron
mediante irradiacién con luz UV (cross-linking) en camara de irradiacion Stratalinker

(Stratagene).

7. 15 Preparacion de las oligosondas. Las oligosondas se marcaron radioactivamente
como se detalla a continuacién: 20 pmol de cada sonda oligonucleotidica se
desnaturalizaron a 70°C durante 2 minutos, y se enfriaron en hielo. Una vez
desnaturalizadas, se marcaron con 30 pCi [y-**P] d-ATP (Amersham) usando la enzima
polinucledtido-kinasa T4 y el buffer NE 1X provisto con la enzima (New England Biolabs,
BEVERLY, MA. USA). La reaccion de marcaje de la sonda se incub6 durante 30 minutos a
37°C, y posteriormente la enzima se inactivo con EDTA 10mM. Las sondas marcadas se

purificaron en columna de sephadex estandar 25G (Amersham, Pharmacia, BIOTECH).

7. 16 Hibridacion. Las membranas se pre-hibridaron durante 1 h en 10 ml de Solucién de
pre-hibridacion (1%SDS, 2X SSC, 5X Denhardt's y 150 pl DNAss de esperma de salmoén (40
pg/ml) para reducir la hibridacion inespecifica de las membranas. La temperatura de pre-
hibridacién e hibridaciéon (Th), se calculé usando la siguiente ecuacion:

Th= Tm - 15°C donde, Tm=temperatura de melting

Th= 16,6 (log:,Na®) + 81,5°C + 0,41(%G+C)-(675/L)

L= longitud de la sonda y Na*= 0,33 para SSC 2X.
Las membranas fueron pre-hibridadas a la temperatura calculada durante dos horas en la
solucion de pre-hibridacion. La hibridacidon se realizé durante 2 horas en la misma solucion,

previo agregado de 2 pmoles de la oligosonda radio marcada, (1x10° cpm/ml).

7. 17 Lavados y exposicion. Las membranas hibridadas, se lavaron dos veces en SSC 2X
durante 5 minutos y a continuacién se realizaron dos lavados adicionales de mayor
astringencia con la solucion de lavado TMAC (TMAC 5M (Sigma), SDS 1% , Tris 25 mM pH

8,5, EDTA 2mM), durante 30 minutos a 61°C, acorde con la longitud de las oligosondas
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empleadas (21 nucledtidos). La exposicion de las membranas hibridadas se llevé a cabo
durante 4 horas en placas radiosensibles (Fuijifilm, Fuji photo film co. LTD), se adquirieron y
se analizaron en un Phosphorimager (Personal Molecular Imager, BIORAD) empleando el

programa Quantity One (versién 4.1).

8. Secuenciaciéon de amplimeros

8. 1 Preparacion de las muestras. Los productos de PCR, separados por electroforesis en
gel agarosa low melting (Nusieve-GTG) al 1% tefido con BrEt, fueron cortados y purificados
en columnas GFX (Pharmacia). El amplimero cortado, se incub6 con el buffer de captura del
DNA (proporcion 1 pul de buffer por cada 1 mg de gel de agarosa) durante 5 minutos a 60 °C.
Una vez fundida la agarosa, se incubé en la columna, 1 minuto a temperatura ambiente, y se
centrifugd durante 1 minuto a 3000xg. Posteriormente, la columna se lavé con el buffer Tris-
EDTA y etanol al 80%, se centrifugd a 1 minuto a 3000 xg y finalmente se eluyé el
amplimero purificado en 50 ul de buffer Epps.EDTA (10:01). La muestra purificada se
cuantificd en gel de agarosa al 2% por comparacién con el marcador de tamafio molecular
Phi X174 /Rsal de 10 ng/pl.

8. 2 Secuenciacion del DNA. La reaccion de secuenciacion consistié en la amplificacién del
DNA purificado y cuantificado, utilizando nucleétidos marcados con fluorocromos (Método
BigDye terminator, PE Applied Biosystems). De 90 a 180 ng de DNA se amplificaron por
PCR en un volumen de 10 ul de reaccion con aceite mineral, cebadores especificos (sense y
antisense a 0,5 pM final), 2 ul de TRRM (Terminator Ready Reaction Mix, conteniendo
AmpliTaqg DNA polimerasa, dinucleétidos, dye terminators y buffer) y H,O-DEPC (c.s.p. 10
pl). La mezcla de reaccién se sometié a 25 ciclos de PCR que consistieron de un paso de
desnaturalizacion, 30 segundos a 96 °C y un paso de annealing- extensién durante 2
minutos a 60 °C en un termociclador Perkin-Elmer Cetus 480 (Ermeville CA). El producto
amplificado se colocé en hielo hasta el momento de la precipitacion.

Los 10 pl de la reaccion de PCR se recuperaron eliminando el aceite mineral y se
precipitaron con 0,1 volumen de acetato de potasio 3M, 10 pug de glucégeno y 2,5
volumenes de etanol absoluto. EI DNA precipitado se lavdé dos veces con etanol 75%, se
resuspendié en 25 pl de buffer de secuenciacion (TSR, PE Applied Biosystems) y se
desnaturalizé mediante incubacion a 95 °C durante 2-5 minutos y a 4°C durante 5 minutos
antes de secuenciar. Las reacciones de secuenciacion se realizaron en un secuenciador

automatico de sistema capilar (ABI PRISM ™ 310, Applied Biosystems) y se analizaron
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utilizando el software GenedJockey-ll (Biosoft, Cambridge, UK). La homologia de las

secuencias obtenidas se compararon con el programa FASTA en la base de datos EMBL.
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RESULTADOS

PRIMERA PARTE: AUTOANTIGENOS INVOLUCRADOS EN LA MIASTENIA GRAVIS

1. Precauciones

Para asegurar que los resultados de la deteccion de los diferentes autoantigenos fuesen

comparables entre si, se cuantificé la sensibilidad de cada pareja de cebadores, se hicieron

curvas de reaccion de PCR, y se tomaron otras precauciones generales que se detallan a

continuacion:

Todas las muestras de RNA se trataron con DNasel para evitar interferencias por DNA
genoémico

El disefio de los cebadores se realizé en exones diferentes, flanqueando al menos un
intron. Esta precaucion no fue posible para el caso de los autoantigenos cuya estructura
génica completa no se encontré disponible en las bases de datos del Gene Bank, como
es el caso de la subunidades beta y delta del receptor de acetilcolina

Todas las muestras de cDNA fueron previamente normalizadas de acuerdo a la
expresion del gen constitutivo GAPDH

Todos los productos de PCR fueron hibridados con una sonda complementaria marcada
radioactivamente, que fue diseiada en un exén contenido en medio de la secuencia
amplificada

Algunos productos alternativos de PCR, confirmados por hibridaciéon, fueron ademas
secuenciados para confirmar la especificidad

Todas las membranas correspondientes a un mismo autoantigeno, es decir, tejidos
control, sensibilidad de los cebadores, timos normales y timos patoldgicos, fueron
hibridadas y lavadas en el mismo tubo de reaccion, y posteriormente expuestas durante
el mismo tiempo en la misma placa radiosensible para evitar posibles errores en la
cuantificacion debidos a diferentes tiempos de exposicion. El experimento de
sensibilidad de los cebadores permitido obtener una curva de cpm vs. nimero de copias
que nos permitié extrapolar el numero de copias del transcrito en las muestras timicas

En cada experimento de amplificacién se colocé un tubo control positivo, consistente en
una alicuota de cDNA musculo normalizado segun el gen constitutivo GAPDH. Los
valores de cpm de la cuantificacion del control positivo, fueron comparados entre las
membranas hibridadas de un mismo autoantigeno con el fin de corregir variaciones
debidas a factores intrinsecos de la metodologia (como por ejemplo posibles diferencias
en la eficacia de la transferencia de los geles a membranas de nylon.)

Se utilizé una escala semicuantitativa previamente descrita (Sospedra et al., 1998) para

valorar el nivel de transcripcion de cada autoantigeno. Los valores de cpm obtenidos de
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la exposicion radioactiva en la placa radiosensible, correspondientes a menos de 10
copias por alicuota de cDNA normalizado para GAPDH y amplificado por PCR, se
consideraron negativos. Los valores de cpm correspondientes a un numero entre 10 y
100 copias se consideraron débilmente positivos. Los valores correspondientes a mas de
100 copias se consideraron claramente positivos

 Todas la amplificaciones de realizaron al menos tres veces y las hibridaciones se

repitieron al menos una vez.

2. El diseiio de los cebadores

Los receptores de acetilcolina forman parte de una superfamilia de canales de iones
gatillados por neurotransmisores, cada uno compuesto por cinco subunidades homadlogas
organizadas alrededor de un canal central. Dentro de esta superfamilia de genes, los
receptores musculares de acetilcolina constituyen un grupo y los receptores neuronales de
acetilcolina conforman otros dos grupos. Las cinco subunidades que constituyen dichos
receptores guardan una alta homologia de secuencia entre si, e incluyen 9 subunidades alfa
(numeradas desde la 1 a la 9) cuatro subunidades beta, (humeradas desde la 1 ala 4)y las
subunidades delta, gamma y épsilon. Disefiamos cebadores para detectar transcritos de las

cinco subunidades que conforman el receptor muscular de acetilcolina.

2.1 Cebadores para detectar la subunidad alfa del AChR. La subunidad alfa-1 muscular
del receptor de acetilcolina existe en dos isoformas resultantes de splincing del mRNA. El
splicing alternativo del exén P3A, origina una forma corta de la subunidad alfa que no
contiene al exon (la isoforma P3A-) y a otra forma mas larga que si contiene el exén (la
P3A+) (Beeson et al., 1990). Debido a que la expresion diferencial de las dos isoformas de
la subunidad alfa muscular ya han sido examinadas en el timo humano (Talib et al., 1993)
(Zheng et al., 1999) y también en el musculo normal y de pacientes con MG (Guyon et al.,
1994) decidimos investigar la expresion intratimica de la subunidad alfa-1 mediante
amplificacion del gen alfa en regiones que no incluyeran el exén 3. Para evitar la
amplificacién de las formas neuronales de alfa, las cuales ademas ya han sido descritas en
timo, (Mihovilovic et al., 1998; Mihovilovic and Roses, 1993; Navaneetham et al., 1997) las
homologias entre las formas alfa muscular y neuronales han sido cuidadosamente
evaluadas mediante FASTA en las bases de datos en internet EMBL y GeneBank).

El gen que codifica para la subunidad alfa incluye 9 exones y 8 intrones. Los cebadores
fueron disefiados para amplificar la secuencia contenida entre los exones 5y 7 y la sonda
antisense se disefnd en el exon 6. En el grafico 4 se muestra la estructura genémica del gen

alfa y la localizacion de los cebadores.
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Gréfico 4: Equema de la estructura genémica de las subunidades del AChR. E: exones; las
lineas punteadas representan el producto amplificado por PCR.

39



Resultados Parte |

3. Titulacién de la sensibilidad de los cebadores y curvas de reaccion de PCR

Debido a que la RT-PCR es una técnica altamente sensible y dicha sensibilidad esta
influenciada, en parte, por la cinética reacciéon de cada pareja de cebadores, decidimos
determinar la influencia de los mismos mediante experimentos de titulacion. Estos
experimentos se realizaron por PCR, amplificando cantidades conocidas de material pre-
amplificado. De 0,1 a 10° copias de cada amplimero obtenido previamente a partir de
musculo humano, y posteriormente purificado y cuantificado, se colocaron como molde en la
reaccion de PCR, obteniéndose umbrales de deteccion entorno a las 100 copias (Figura
1.1). Este umbral proporciona una referencia relativa, debido a que en las muestras de tejido
timico existen cDNAs competidores que pueden afectar la sensibilidad de la técnica. Hemos
realizado dos experimentos de titulacion agregando a las cantidades conocidas de
amplimero, un volumen igual de cDNA de tejido timico en el tubo de la reaccion para
determinar las posibles variaciones en la sensibilidad, y los resultados no han variado de
manera significativa. Esto indicaria que los posibles contaminantes presentes en el cDNA
timico tendrian una influencia no significativa en la sensibilidad de la deteccién.

Los experimentos de titulacién se realizaron en forma paralela a las curvas de reaccion de
PCR. Las curvas de reacciéon de PCR consistieron en la deteccién de los autoantigenos en
los tejidos control a diferente nimero de ciclos, con el fin de asegurar que la amplificacién no
se realizaba en la zona de plateau de la reaccion de PCR. (Figura 1.2A y 1.2B). El numero
de ciclos de amplificaciéon 6ptimos para cada pareja de cebadores se determiné a partir de
las curvas de reaccién. Como se aprecia en la figura 1.2A y 1.2B, 35 ciclos de reaccion de
PCR fueron suficientes para detectar las cinco subunidades del receptor de acetilcolina en el
musculo estriado, pero se requirieron 36 y 38 ciclos para detectar las subunidades beta y
épsilon respectivamente en el timo. Para detectar las subunidades delta y gamma en timo se
necesitaron 40 ciclos, mientras que para detectar la subunidad alfa se requirieron 45 ciclos
de amplificacion. EI mismo nimero de ciclos fue utilizado posteriormente utilizado en los
experimentos de deteccién de los autoantigenos en las muestras de timos. De acuerdo a
éste experimento de amplificacidén en el panel de tejidos control (figura 1.3A), transcritos
correspondientes a las subunidades alfa, delta y gamma se detectaron exclusivamente en
musculo y timo, mientras que pequefias cantidades de beta y épsilon se detectaron también
en glandulas adrenales, tiroides, pancreas y préstata. La linea celular fibroblastica M1,
también expreso transcritos de alfa, pero esto no es totalmente inesperado en células
transformadas. Estos experimentos fueron hibridados con sondas especificas
complementarias con el fin de confirmar la especificidad de los transcritos.(Figura 1.3B) Los
valores de cpm obtenidos de la hibridacion fueron extrapolados a numeros de copias. Los

resultados de la cuantificacion se esquematizan en el grafico 5.
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Grafico 5: Niveles de transcripcion del AChR en los tejidos control
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Figura 1.1 Titulacion de la sensibilidad de los cebadores
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Figura 1.3 Amplificacion de las subunidades del AChR en tejidos controles
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Expresion de las subunidades del AChR en el panel de tejidos contraléds. geles de agarosa tenidos con BrEt.
E, hibridacion con sondas especificas marcadas eofP. El control positive de la amplificacion fue midsculo humano narmal.
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4. Las cinco subunidades del receptor de acetilcolina se expresan en el timo humano.
Hemos encontrado expresion de transcritos de todas las subunidades del receptor de
acetilcolina en los timos humanos normales (Figura 1.4).

La subunidad alfa, que es el principal autoantigeno involucrado en la respuesta
autoinmunitaria en los pacientes con MG, se expres6 en 10 de las 14 muestras timicas
normales estudiadas. Ademas, los niveles de expresion de los transcritos de alfa fueron
diferentes entre las glandulas, con marcadas variaciones interindividuales que no guardaron
relacion con la edad. De acuerdo con las categorias definidas para cuantificar el nivel de
transcripcion, cuatro glandulas fueron positivas y seis fueron débilmente positivas.

La subunidad beta del receptor de acetilcolina fue positiva en todas las glandulas timicas (14
de 14) y los niveles de transcripcion fueron similares para todas.

Para la subunidad delta, solo seis de 14 timos fueron positivos, mostrando ademas
marcadas diferencias interindividuales en el nivel de transcripcion, tal como se pudo apreciar
por observacion directa a la luz UV de los geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, y
como se comprobo posteriormente en los experimentos de hibridacion. De acuerdo con las
categorias definidas para cuantificar el nivel de transcripcion, tres glandulas fueron positivas
y otras tres fueron débilmente positivas para los transcritos de la subunidad delta.

Los receptores sinapticos de acetilcolina del musculo fetal, contienen una subunidad gamma
que es reemplazada por una subunidad homéloga épsilon durante la primera semana de
vida postnatal. Hemos encontrado que la expresién de transcritos de la subunidad gamma
guardd una fuerte relacién con la edad, quedando restringida exclusivamente a las glandulas
de nifios pequenos, con edades comprendidas entre los dos dias y pocos meses de vida.
Transcritos de la subunidad épsilon estuvieron expresados en todas las glandulas (14 de 14)
tal como se confirmd posteriormente mediante hibridacidon con la sonda complementaria
especifica.

En sintesis, encontramos expresion de las subunidades alfa, beta, delta y épsilon en todas
las glandulas timicas, sin guardar ninguna relacion entre dicha expresiéon y la edad. Sin
embargo, la subunidad gamma se expreso solo en las muestras timicas de neonatos,
pudiendo relacionarse con el cambio de la subunidad gamma por la subunidad épsilon
durante la inervacién del musculo, que tiene lugar en la primera semana de vida postnatal.
Ademas, la normalizacién previa de los cDNAs de acuerdo al gen constitutivo GAPDH, nos
permiti6 comparar los niveles de transcripcidon y observar marcadas diferencias
interindividuales en los niveles de expresion de las subunidades alfa y delta. En el grafico 6
se encuentran esquematizados los resultados de los experimentos de cuantificacion en el

panel de timos normales.
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Figura 1.4 Expresion del AChR en el panel de timos normales
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Grafico 6: Niveles de transcripcion del AChR en los timos normales

5. Las cinco subunidades del receptor de acetilcolina se expresan en los timos
patoldgicos.

También examinamos la expresiéon de transcritos del receptor de acetilcolina en un panel de
9 glandulas timicas procedentes de pacientes con anormalidad timica (Figura 1.5).
Utilizando las mismas condiciones de amplificacion que para el panel de timos normales,
encontramos transcritos de alfa en cuatro de cinco muestras procedentes de pacientes con
timitis. Solo una muestra procedente de un timoma de un paciente con MG resultd
fuertemente positiva para alfa.

Todas las muestras del panel de timos patoldégicos (10 de 10) fueron positivos para
transcritos de beta y épsilon.

Para la subunidad gamma, encontramos que resultaron positivas una muestra procedente
de un timoma de un paciente sin MG (una de cuarto muestras) y dos muestras procedentes
de pacientes con timitis y MG (dos de cinco muestras).

Para la subunidad delta, seis de 10 muestras fueron positivas: dos muestras procedentes de
un timoma de un paciente sin MG; una de tres muestras de timomas de pacientes con MG y
tres de cinco muestras procedentes de pacientes con timitis y MG. Estos resultados fueron
confirmados por hibridacién (Figura 1.5 B) y se encuentran representados en el grafico 7 y

resumidos en la tabla IV.
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Grafico 7: Niveles de transcripcion del AChR en los timos patolégicos

Timos  Timomas  Timitis Timomas sin MG
Subunidad
normales con MG con MG Tumor  No tumor
Alfa 10/14 1/3 4/5 - -
Beta 14/14 3/3 5/5 + +
Delta 8/14 1/3 3/5 + +
Epsilon 14/14 3/3 5/5 + +
Gamma 3/14 0/3 1/5 + -

Tabla IV. Resumen de la expresién del AChR en las muestras timicas normales
y patologicas.
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Figura 1.5 Expresion del AChR en el panel de timos patologicos
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6. El patron de expresion timica del receptor adulto de acetilcolina es cortical y

medular.

Al menos cinco grupos de cortezas y médulas timicas fueron aisladas por microdiseccién
con laser (Maitra et al., 1999), a partir de diferentes secciones de criostato cada muestra. De
cada microdiseccion, se tomaron imagenes antes de la captura, durante los disparos del
laser, después de la captura y finalmente del grupo celular microdiseccionado (Figura 1.6 A).
Las microdisecciones se realizaron dejando margenes entre las areas de diseccion, a fin de
evitar la minima contaminacion del material procedente de cortezas con células medulares,
y viceversa.

Las muestras de cDNA de las microdisecciones, fueron normalizadas segun la expresion del
gen constitutivo GAPDH para poder comparar los niveles de expresion de los autoantigenos
entre las muestras procedentes de cortezas y las procedentes de las médulas timicas.

Como se puede apreciar en la figura 1.6B, las subunidades beta, delta y épsilon se
expresaron igualmente tanto en las cortezas como en las médulas, mientras que la
subunidad gamma se expresoé exclusivamente en dos médulas timicas. La subunidad alfa se
expreso tanto en las cortezas como en las médulas de todas las muestras, pero una médula
mostro niveles de expresion mas elevados, de acuerdo a las variaciones interindividuales

observadas anteriormente en las muestras timicas totales.

7. Las células mioides se localizan exclusivamente en las médulas timicas

Las células mioides, descritas previamente en estrecha asociacion con las células
interdigitantes en la médula timica, han sido postuladas como posibles células
presentadoras de los autoantigenos del AChR en el timo.

Quisimos comprobar la localizacién de éste tipo celular en el timo, y correlacionar su
distribucion en el estroma timico con los resultados de amplificacion de las subunidades en
las microdisecciones.

Realizamos analisis por inmunofluorescencia en tinciones simples para desmina y en
tinciones dobles para desmina y el anticuerpo monoclonal dirigido contra las células
epiteliales medulares, anti-TE4 (Haynes et al., 1984) (Figura 1.7).

Las células desmina positivas se encontraron distribuidas exclusivamente en las médulas
timicas, en la unién cortico-medular y en bajo numero (maximo de dos a tres células por

médula).
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Figura 1.6 Microdiseccion por laser de cortezas y médulas timicas

A, microdisaccian por lser,B, PCR de las subunidades en ias cortezas y médulas microdseccionadas
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Figura 1.7 Tincion de secciones timicas por inmunofluorescencia

Inmunofluorescencia para la deteccion de las células mioides en el timo humano. Panel a) (en rojo)
células mioides positivas para desmina (630X); Panel b) control positivo para desmina (musculo
humano, 400X); Paneles ¢ y d) tincion doble para células mioides (desmina positivas, en rojo) y
epitelio timico medular (en verde, 400X). Notar que las células mioides se localizan en la médula

timica o en la unién cortico-medular y no son doble positivas para desmina y el marcador de epitelio
timico.
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DISCUSION Resultados Parte |

El timo humano normal expresa mRNA de todas las subunidades que conforman el receptor
de acetilcolina. Esto podria sugerir que la expresion intratimica durante la vida fetal seria
importante para inducir tolerancia central.

Entre las muestras timicas normales, encontramos variaciones interindividuales en los
niveles de expresion de las subunidades alfa y delta, las subunidades épsilon y beta se
expresaron en todos los timos estudiados, y la subunidad gamma se expresé solo en las
muestras timicas de niflos pequefios.

La subunidad alfa del AChR contiene el sitio de unién para su ligando natural, el
neurotransmisor acetilcolina (Tzartos et al.,, 1991) y contiene ademas una region bien
definida en el dominio extracelular, denominada MIR (main immunogenic region) frente a la
cual estéa dirigida la respuesta autoinmunitaria humoral en los paciente con MG (Barkas et
al., 1988; Beroukhim and Unwin, 1995; Tzartos et al., 1988). Ademas, la subunidad alfa-1
muscular del AChR existe como dos isoformas resultantes de splicing alternativo del exén
P3A, que origina una forma corta sin éste exén (P3A-) y una forma larga que incluye el exén
(P3A+) (Beeson et al., 1990). Debido a que las dos isoformas de la subunidad alfa-1
muscular ha sido bien caracterizada en el timo humano (Talib et al., 1993; Zheng et al.,
1999) y en el musculo (Guyon et al., 1994) decidimos examinar la expresion timica de la
subunidad alfa-1 muscular mediante la amplificacion del gen alfa-1 a partir de exones
ubicados downstream del exén P3A. Para evitar la amplificacion de forma neuronales de
alfa, las cuales han sido ya descritas en el timo (Navaneetham et al., 1997) (Mihovilovic et
al., 1993; Mihovilovic and Roses, 1993) la homologia de los cebadores utilizados fue
cuidadosamente revisada en las bases de datos de Gene Bank.

Encontramos marcadas variaciones interindividuales en los niveles de expresion timica de
las subunidades musculares alfa y delta, una variabilidad que resulté independiente de la
edad. La subunidad alfa muscular habia sido previamente demostrada en el timo humano
normal (Wakkach et al., 1996) y en timomas procedentes de pacientes con MG (Hara et al.,
1991) pero nuestro trabajo es el primero que demuestra variaciones interindividuales en los
niveles de expresién timica, probablemente debido al estudio sistematico y al amplio rango
de muestras timica incluidas en el estudio.

El gen de la subunidad alfa del AChR muscular de individuos normales y de pacientes con
MG presenta polimorfismos (Lobos et al., 1989). Se ha descrito que los polimorfismos
presentes en el primer intrén del gen alfa confieren riesgo relativo de MG (Garchon et al.,
1994). Estos polimorfismos, en combinacién con determinados genes de HLA, fueron

asociados a susceptibilidad a la enfermedad en un grupo de pacientes con MG (Djabiri et al.,
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1997a). Debido a que las variaciones alélicas en éste locus polimorfico dentro del primer
exo6n del gen de la subunidad alfa podria influir en la transcripcion del gen, seria interesante
investigar en el futuro si las variaciones alélicas se correlacionan con expresion diferencial
del mRNA de la subunidad alfa en el timo.

Variaciones interindividuales en los niveles de expresién timica, independientes de la edad,
han sido previamente observadas para otros autoantigenos como TPO e insulina (Sospedra
et al.,, 1998). Ademas, la expresion de mRNA de insulina en el timo es variable y esta
asociada a con variaciones alélicas en el gen de la insulina. Alelos de numero variable de
repeticiones en tamdem (VNTR) se correlacionan con diferentes niveles de transcripcion del
MRNA de insulina en el timo (Pugliese et al., 1997; Vafiadis et al., 1997).

Debido a que altos niveles de expresion de antigenos en el timo se han asociado a
tolerancia, mientras que bajos niveles se han asociado a seleccién positiva, (Oehen et al.,
1994; Sebzda et al., 1994) es posible que los niveles intratimicos de la subunidad alfa
afecten el establecimiento de la tolerancia durante la vida fetal. Como también hemos
encontrado variaciones interindividuales no relacionadas con la edad en la expresién de la
subunidad delta, podria especularse que los niveles intratimicos de transcritos de la
subunidad delta también afectarian el establecimiento de la tolerancia central, pero el gen
delta no ha sido completamente estudiado.

Las subunidades beta y épsilon del AChR se expresan en el timo sin variaciones
interindividuales. Hemos encontrado niveles similares de transcritos de beta y épsilon en
todas las muestras estudiadas, lo cual podria sugerir que la transcripcidn de éstos genes en
el timo no tiende a decaer con la edad como podria esperarse por la progresiva disminucién
de la funcién timica con la edad, y como se ha observado previamente para otros
autoantigenos.

Ademas, otros autores han estudiado el gen de la subunidad beta, pero no se han
encontrado polimorfismos en el gen beta que puedan asociarse con susceptibilidad a la MG
(Djabiri et al., 1997b).

La subunidad gamma se encontrd expresada solo en glandulas timicas neonatales con
edades comprendidas entre los dos y 5 meses. Nuestros resultados no concuerdan con
otros previamente publicados, ya que en dichos trabajos no detectan transcritos de la
subunidad gamma en células epiteliales timicas en cultivo (Wakkach et al., 1996) ni en
muestras de tejido timico total parafinado (Kaminski et al., 1993). Si bien la metodologia
empleada por estos autores para la deteccion de los transcritos de gamma es también RT-
PCR y Southern Blot, una posible explicacién a tal discrepancia podria ser el tipo de
muestras empleadas para el estudio, ya que nosotros utilizamos tejido timico total. Otra

posible explicacién podria ser la edad de las glandulas timicas utilizadas, ya que nosotros
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incluimos un rango amplio de edades incluyendo timos de pocos dias de vida. Por ultimo la
sensibilidad de los cebadores utilizados para detectar gamma puede afectar la eficiencia de
la amplificacion.

Durante el proceso de inervacion del musculo, en la forma fetal del receptor de AChR se
inactiva la transcripcion del gen gamma y se activa la transcripcion del gen épsilon muy
pronto después del nacimiento (Martinou et al., 1991; Missias et al., 1996; Sanes et al.,
1991). Los receptores fetales de acetilcolina que contienen una subunidad gamma en su
estructura, son reemplazados por una forma homdloga adulta, que contiene una subunidad
épsilon durante la primera semana de vida postnatal (Gu and Hall, 1988; Mishina et al.,
1986; Missias et al., 1996). Nuestros resultados sugieren que existiria la misma regulacién
transcripcional de los genes gamma y épsilon tanto en timo del neonato como en el musculo
fetal. De esta manera, cuando el musculo fetal expresa la isoforma fetal del receptor, el timo
fetal también expresaria la subunidades que conforman el receptor fetal y por tanto
transcritos de gamma. Cuando en el musculo se produce el cambio de la subunidad gamma
por la subunidad épsilon para dar la isoforma adulta del receptor, este cambio también
afectaria la expresion timica.

Curiosamente, el gen de la subunidad gamma no se inactiva definitivamente, sino que
permanece presente en el adulto, en los musculos extraoculares (Horton et al., 1993). Esto
indicaria que el gen gamma continuaria trascribiéndose para constituir los receptores de los
musculos exteriores del ojo y podria pensarse que también el gen se regularia en el timo
adulto, pero en este trabajo no detectamos su expresion. Debido a que la subunidad gamma
es un autoantigeno involucrado en la MG, la desaparicién de los transcritos de gamma en el
timo con la edad tendria implicancias en la tolerancia. Al no expresarse la subunidad gamma
en el timo adulto, pero si en la periferia, podria haber salida de células autorreactivas contra
la subunidad gamma desde el timo hacia la periferia. Esto aumentaria la probabilidad de una
respuesta autoinmunitaria a partir de la presentacién antigénica de la subunidad gamma en
la periferia, y la posterior extensién de la respuesta al resto de las subunidades del receptor.
Se han descrito autoanticuerpos contra la forma fetal del receptor de AChR (Burges et al.,
1990; Vernet-der Garabedian et al., 1994; Vincent and Newsom-Davis, 1982) asi como altos
titulos de anticuerpos capaces de inhibir la funcion del receptor fetal de AChR han sido
detectados en el suero de mujeres con historia clinica de artrogriposis multiple congénita
recurrente (AMC) (Riemersma et al., 1996; Vincent et al., 1995). Debido a que la forma fetal
del AChR permanece en los musculos extraoculares adultos (Horton et al., 1993) la pérdida
de expresion timica de la subunidad gamma provee una posible explicacion a la aparicion de

altos titulos de anticuerpos contra el receptor fetal.
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Previos estudios han demostrado mediante RT-PCR transcritos especificos de las
subunidades que conforman el receptor fetal de acetilcolina en el timo de pacientes con MG
(Hara et al., 1993; Hara et al., 1991) y también mediante hibridaciones de dot-blot (Geuder
et al.,, 1992). En cambio, otros autores han demostrado solo transcritos de la forma adulta
del receptor en los timos procedentes de pacientes con MG (Kaminski et al., 1993; Wakkach
et al., 1996). Nuestros resultados indican que la forma adulta del receptor esta expresada en
los timos de pacientes con MG, mientras que la forma fetal del receptor esta expresada solo
en una minoria de casos. La discrepancia podria explicarse, como ya mencionamos, por la
sensibilidad de los cebadores utilizados para detectar la expresién de transcritos de gamma
y de épsilon.

No encontramos marcadas diferencias en el patrén de expresion de las subunidades del
AChR entre los timos normales y los timos patologicos, excepto en la subunidad gamma,
que se encontrd expresada en algunos timos patolégicos de adultos. Si bien esto concuerda
con datos previamente publicados por otros autores (Wakkach et al., 1996) y el numero de
muestras timicas de pacientes con MG estudiado es bajo, pareceria que la expresion
intratimica sola no es suficiente para explicar la aparicion de la MG.

Se han descrito dos tipos celulares responsables de la expresion del AChR en el timo: las
células mioides timicas y las células epiteliales timicas. Las células mioides timicas tienen
caracteristicas de células musculares esqueléticas dentro del timo y expresan proteinas
especificas del musculo, como son desmina, troponina T y el AChR (Schluep et al., 1987).
Las células mioides timicas expresan transcritos del receptor fetal de acetilcolina (Geuder et
al., 1992; Hara et al., 1993; Nelson and Conti-Tronconi, 1990) mientras que cuando de las
inmortaliza en cultivo expresan ambas formas del receptor, tanto adulto como fetal, a nivel
de mRNA (Wakkach et al., 1999).

Mediante RT-PCR, otros autores han detectado la forma adulta del receptor, pero no la
forma fetal, en las células epiteliales timicas (TEC) y ademas la forma proteica del receptor
adulto ha sido confirmada en las TECs por western blot y por inmunofluorescencia
(Wakkach et al., 1996).

En las amplificaciones de las subunidades del receptor en el panel de timos
microdiseccionados, no encontramos diferencias entre las cortezas y las médulas en el
patrén de expresion para las subunidades beta, delta y épsilon La subunidad alfa también
estuvo presente en cortezas y médulas, pero con mayor nivel de expresion en una médula
timica. Estos resultados son consistentes con los publicados por Wheatley y col., quien
encontré expresion de la subunidad alfa en el cDNA procedente de lineas epiteliales

corticales y medulares timicas de ratén (Wheatley et al., 1992).
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Para la subunidad gamma, nosotros encontramos expresion solo en dos médulas
microdiseccionadas.

La presencia de células mioides positivas para desmina han sido previamente descritas en
secciones timicas de timos normales y de pacientes con MG (Bornemann and Kirchner,
1998; Kirchner et al., 1988; Melms et al., 1988; Schluep et al., 1987) y han sido confirmadas
por inmunofluorescencia en esta tesis. Encontramos un numero muy bajo de células
positivas para desmina y localizadas en las médulas timicas. Estos resultados, confirman
previas publicaciones, que sugieren que la forma fetal del receptor de acetilcolina estaria
expresado en las ceélulas mioides localizadas en la regién medular timica, mientras que la
forma adulta del receptor estaria expresado en las células epiteliales, distribuidas en todo el

estoma timico.
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