REVISTA #ed 20 (1): 15-26, 2012

ANALISIS SISTEMICO IN SILICO DE LA EXPRESION DIFERENCIAL
DE GENES LOCALIZADOS EN LA REGION CRITICA
DEL SINDROME DE DOWN (DSCR) EN EL CEREBRO HUMANO

Jurio CEsAR MonTOYA VILLEGAS PH.D.?, ANcELA PENA GONZALEZ B.SC.2,
Jost MARIA SATIZABAL Soto MID, M.Sc® v FeLIPE GARCIA-V ALLEJO PH.D*

! Profesor asociado Facultad de Ciencias Bdsicas, Universidad Auténoma de Occidente y Facultad de Salud,
Universidad del Valle. Cali.
2 Investigadora asociada a LABIOMOL. Estudiante de Maestria, GeorgiaTech University, USA
3 Profesor titular Departamento de Ciencias Fisiolégicas. Escuela de Ciencias Bdsicas. Facultad de Salud.
Universidad del Valle, Cali.
* Profesor Titular y Director Cientifico del Laboratorio de Biologia Molecular y Patogénesis, Departamento
de Ciencias Fisiolégicas. Escuela de Ciencias Bdsicas. Facultad de Salud. Universidad del Valle, Cali.

Resumen

Uno de los retos més importantes de este siglo en la neurologia gendémica es construir mapas de
expresion espacial de genes a lo largo de las distintas estructuras cerebrales con el fin de correlacio-
narlos con ciertas neuropatologias. Se analizaron los perfiles de transcripcion de ocho genes HAS21
localizados en la region critica del sindrome de Down en diferentes estructuras del cerebro humano
normal. Se tomaron como referencia los valores de expresion de ocho genes HAS21/DSCR prove-
nientes de experimentos de micromatrices de ADN de cerebros humanos normales y cuyos valores
estan disponibles en la base de datos del proyecto cerebro humano del Atlas del Cerebro del Allen
Institute for Brain Sciences en Seattle, Washington (http://www.brain-map.org). Se determind
una expresion diferencial de estos genes HAS21/DSCR a lo largo de las estructuras localizadas en
el l6bulo frontal, el 16bulo limbico y en los nticleos centrales. En el putamen, el ntcleo caudado,
el giro parahipocampal y en las &reas centrales se registraron los mayores niveles de transcripcion
global; estas areas del cerebro parecen estar asociadas con diversos procesos de aprendizaje y de
memoria. Se correlacioné la transcripcién diferencial de genes DSCR con la localizacion cerebral y
su potencial papel funcional.

Palabras claves: Andlisis de micromatrices, perfilacion de la expresion génica, biologia computa-
cional, cerebro, sindrome de Down.

IN SILICO SYSTEMIC ANALYSIS OF THE DIFFERENTIAL EXPRESSION
OF GENES LOCALIZED IN THE DOWN SYNDROME CRITICAL REGION
(DSCR) IN NORMAL HUMAN BRAIN

Abstract
One of the most important challenges of the 21st Century Neurology is to build gene expression

profiles along the different structures of human brain trying to correlate them with some neuropatho-
logies. The expression profiles of eight HAS21 genes located on the Down syndrome critical region

s
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in different structures of the normal human brain was analyzed. From DNA microarray experiments
of normal human brains which are available in the free access human brain database of the Brain
Atlas project of the Allen Institute for Brain Sciences in Seattle, Washington (http://www.brain-
map.org) expression levels data of eight HSA21/DSCR genes along different structures of normal
human brain were statistically analyzed. A differential expression of these genes HSA21/DSCR
in some anatomic structures located in the frontal lobe, limbic lobe and cerebral central nuclei was
registered. Putamen, caudate nucleus, parahipocampal gyro and central areas, showed high levels of
transcription for those HSA21/DSCR genes included in the study; these areas of the brain appear
to be associated with some processes of learning and memory. This study allowed us to correlate
the differential transcription of DSCR genes, their structural localization and functional role in brain
function.

Key words: DNA microarray analysis, gene expression profiling, computational biology, brain,
Down Syndrome.

ANALISE SISTEMICA IN SILICO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES
LOCALIZADOS NA REGIAO CRITICA DA SINDROME DE DOWN (DSCR)

NO CEREBRO HUMANO
Resumo

Um dos maiores desafio deste século na neurologia genémica & construir mapas de expressao espacial
de genes ao longo das diferentes estruturas cerebrais com o fim de correlaciona-los com certas neu-
ropatologias. Foram analisados os perfis de transcricido de oito genes HAS21 localizados na regiao
critica da sindrome de Down em diferentes estruturas do cérebro humano normal. Foram usados como
referéncia os valores de expressao de oito genes HAS21/DSCR provenientes de experimentos de
micromatrizes de ADN de cérebros humanos normais e cujos valores estdo disponiveis no bando de
dados do projeto cérebro humano do Atlas do Cérebro do Allen Institute for Brain Sciences em
Seattle, Washington (http://www.brain-map.org). Determinou-se uma expressao diferencial destes
genes HAS21/DSCR ao longo das estruturas localizadas no lébulo frontal, o 16bulo limbico e nos
nucleos centrais. No putamen, o niicleo caudado, o giro parahipocampal e nas areas centrais foram
registrados os maiores niveis de transcricao global; estas areas do cérebro parecem estar associadas
com diversos processos de aprendizagem e de meméria. Correlacionou-se a transcricio diferencial
de genes DSCR com a localizacio cerebral e seu potencial papel funcional.

Palavras chave: Analise de micromatrizes, perfil da expressao génica, biologia computacional,
cérebro, sindrome de Down.

Introduccion

El cerebro de los mamiferos y en especial el humano,
es el brgano méas complejo, pues esta compuesto por
cientos de subtipos diferentes de neuronas que se
entremezclan con varios tipos de células gliales y de
células no neuronales, en el que todas ellas difieren
en la expresion de genes y en la respuesta a estimulos
particulares (1,2). Ademas, el cerebro es “plastico”, en
el sentido que muestra una gran capacidad de cambio
a lo largo de la vida (3).
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Se ha determinado que la complejidad de la trans-
cripciébn de ARNm excede a la de otros tejidos (4),
lo cual se pone en evidencia en la sensibilidad de los
anélisis de micromatrices de ADN que muestran una
sobreexpresioén de genes en el cerebelo en compara-
cién con la de transcritos neocorticales (5,6). Asi pues,
los resultados de los anélisis de expresion global de
genes, son dificiles de interpretar sin la localizacién,
por hibridacién in situ, de transcritos individuales
a nivel celular (7,8). A este hecho se le suman los
cambios funcionales y clinicos que se producen en la
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expresion de genes individuales en el cerebro adulto
y los efectos de dilucién que se ponen de manifiesto
debido a su elevada complejidad tisular (9,10).

Una forma de enfocar esta problematica, es el uso de
herramientas computacionales, que permitan extraer
informacién de niveles de expresion de genes a lo
largo de las distintas estructuras cerebrales, a partir
de bases de datos que contienen informacién inte-
grada sobre la expresion de miles de genes humanos
que se han obtenido del tratamiento experimental y
computacional de experimentos de micromatrices de
ADN de cerebros humanos post-mérten. A pesar de
que existen varias de estas bases de datos transcrip-
témicos, tal vez la mas completa es la del cerebro
humano consignada en Instituto Allen para la Ciencia
del Cerebro y que esta disponible de forma gratuita
para su utilizaciéon (http://www.alleninstitute.org). En
ésta se consignan los datos de expresién de genes a
partir de ARNm obtenido de preparaciones histologi-
cas de diferentes porciones de cerebro humano cuyo
tamano es de aproximadamente 700 um catalogadas
por estructura. La informacién se ha obtenido de
experimentos de hibridacién en micromatrices dise-
fadas que incluyen mas de 62.000 sondas entre las
que al menos dos diferentes estan disponibles para el
93% de los 21.245 genes referenciados con codigos
Entrez Gene.

El primer resultado concreto del Proyecto Genoma
Humano, fue el haber secuenciado completamentelos
33,5 Mb del brazo q del cromosoma 21 (11). Este
resultado abri6 las puertas para poder enfocar de ma-
nera gendémica ciertas neuropatologias incluyendo el
sindrome de Down (SD) y la enfermedad de Alzheimer
(EA) asociada. Actualmente se estima que en el cro-
mosoma 21 se localizan unos 400 genes de los cuales
se han asignado aproximadamente 160 proteinas y
cinco microARNs (12). En el extremo distal del brazo
largo del cromosoma 21 (21g22) se identific6 una
regiéon comun de 4,3 a 5 Mb referida como “Region
Critica del Sindrome de Down” (DSCR) que contiene
algunos de los genes candidatos que podrian explicar
las patologias asociadas con el SD e indirectamente
con la EA (13-14) (figura 1A). Recientemente en un
analisis in silico, utilizando la informacién contenida
en varias bases de datos genémicos, se demostrd que
la frecuencia de islas CpG y de genes referenciados
incrementé en los ultimos 1,2 Mb de la region distal
de la DSCR, en contraste con su distribuciéon pericen-
tromérica. En esta region, la mayor tasa de recom-

binaciéon calculada para mujeres, se registrd en las
bandas 21q22.13 vy 21g22.3, donde los genes DSCR
6y 9 presentaron un elevado grado de metilacion en
islas CpG (tanto en fibroblastos normales como en
trisbmicos). Ademas, en el gen DSCR2 se observo un
alto grado de descondensacién cromatinica, asociada
con demetilacion de diferentes residuos de lisina de la
histona H3. La existencia de un ambiente genémico
caracterizado por tener elevadas tasas de recombina-
ci6én y de metilacion de genes DSCR 6 y 9, sugiri6
que esta regiéon desemperia un papel importante no
solo en la no disyuncién asociada con el SD, sino en
las complejas interacciones genémicas, epigenéticas
y ambientales que actuarian en la patogénesis del SD
(15). A nivel funcional, se ha observado que algunos
genes localizados en la DSCR, no se sobreexpresan
en el cerebro fetal trisomico, indicando que el fenotipo
SD no se puede explicar simplemente por el efecto en
el desbalance de la dosis génica. Existen otros factores
epigenéticos y ambientales ademaés de eventos esto-
céasticos que desregulan el transcriptoma trisémico,
generando una serie de alteraciones metabélicas. En
la tabla 1 se describen las principales caracteristicas
de los ocho genes DSCR que se incluyeron en este
trabajo.

En este trabajo, se construy6 un modelo in silico de la
expresion en 14 subestructuras especificas del ganglio
basal y 19 del l6bulo limbico en el cerebro humano
normal, de ocho genes localizados en la regién critica
del sindrome de Down, a partir de datos de expresion
de genes cerebrales provenientes de experimentos
de micromatrices de ADN que estan disponibles en
la base de datos de acceso libre del proyecto cerebro
humano del Atlas del Cerebro del Allen Institute
for Brain Sciences en Seattle, Washington (http://
www.brain-map.org). Ademas, se construy6 una red
de expresion e interaccion de estos ocho genes con
otros cuya expresiéon se ha documentado en expe-
rimentos previos con micromatrices de ADN. Los
resultados permitieron tener un modelo sistémico de
expresion, el cual puede ser modificado bioinforma-
ticamente para extrapolarlo a lo que ocurre en otras
patologias cerebrales, brindando una herramienta
poderosa para su entendimiento.

Metodologia
En el trabajo se presentan los niveles de expresion gé-

nica calculados a partir de los valores z score de ocho
genes DSCR en distintas subestructuras de los ntcleos
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Tabla 1. Descripcion de las principales caracteristicas de ocho genes localizados en la region DSCR incluidos en este trabajo.

Codigo NCBI Simbolo Nombre Locus AT " Compone::te
molecular celular
Regulador de Calcineu- Transcripcién depen- | .,
1827 DSCR1/ RCAN1 vina 1 21q22.1-q22.2 diente de ADN Nucleo
418520 DSCR2/PSMG1 Chaperona de ensamblaje 21q22.3 Ensamblaje del pro- Reticulo -
de proteasoma teasoma Endoplasmatico
Gen 3 de la region critica Reticulo
10311 DSCR3 del sindrome do Down 21922.2 Transpote vacuolar Endoplasmatico
Gen 4 de la region critica Varios procesos invo-
10281 DSCR4 . 21q22.2 lucrados en retardo ND
del sindrome de Down
mental
Anclaje de fosfatidilglica- Preensamblaje de GPI | Integral de
51227 DSCR5/PIGP no de clase P 21q22.2 en membranas de RE | membrana
53820 DSCR6 Gen ,6 de la region critica 21q22.2 ND ND
del sindrome de Down
84677 DSCR8 Gen ’8 de la regioén critica 21q22.2 anogénesisen varios ND
del sindrome de Down tipos de tumores
259234 DSCR10 Gen 10 de laregion critica | o o5 13 ND ND
del sindrome de Down

(*) Tomado de la pagina del correspondiente gen de la base de datos Genes and mapped phenotypes. Proceso Molecular, del National

Institute for Biotechnology Information (NCBI).

(**) Tomado de la pagina del correspondiente gen de la base de datos Genes and mapped phenotypes. Componentedel National Institu-

te for Biotechnology Information (NCBI). (ND). No determinado

cerebrales y el 16bulo limbico. Estos se obtuvieron del
visor gréafico de la base de datos del cerebro humano
del Instituto Allen para las Ciencias del Cerebro. Los
distintos procedimientos empleados para la obtencién
de los datos empleados en este estudio, se consignan
de manera extensa en el informe técnico del “Instituto
Allen para las Ciencias del Cerebro” disponible en la
direccion electrénica (http://human.brainmap.org/
content/WholeBrainMicroarray).

Los valores de z score se calcularon sustrayendo la
intensidad promedio total de todos los genes localizados
en la micromatriz de la intensidad de cada gen individual
dentro de un solo experimento y dividiendo el resultado
por la desviacién estandar (DS) de la medida de todas
las intensidades de acuerdo con la siguiente férmula:
z score= (intensidad G — intensidad promedio de G1...
Gn)/DSG1...Gn; en donde G es un gen dentro de la
micromatrizy G1... Gn representa la medida agregada
de todos los genes de la micromatriz (16).

Mineria de datos
A partir de la base de datos de micromatrices de ADN
del Allen Brain Atlas (http://www.brain-map.org)

18  rev. fac. med.

obtenidos a partir de ADNc de cerebros humanos
adultos normales, se seleccionaron diferentes expe-
rimentos en los que se identifico la expresion de los
genes HSA21/DSCR1 (RCNA1), DSCR2 (PSMG1),
DSCR3, DSCR4, DSCR5 (PIGP), DSCR6, DSCR8 y
DSCR10 localizados en la regién critica del SD (figura
1B). De acuerdo con lo descrito anteriormente, los ex-
perimentos seleccionados provenian de ensayos con
plataformas de Agilent Human CNV, (la informacién
completa se encuentra en enlace “Documentation”
de la pagina electrénica del Instituto, (http://human.
brainmap.org/content/WholeBrainMicroarray).

En todos los casos se obtuvo la informacién de cada
gen de los experimentos disponibles que utilizaban
distintas sondas. Se registraron tanto los valores de
niveles de expresién como los normalizados (z-score) a
lo largo de las distintas subestructuras del Lobulo Lim-
bico y los Nucleos Centrales (figura 1B). Estos valores
fueron consignados en hojas electronicas en formato
Excel para su posterior analisis. Para cada una de las
subestructuras incluidas en el estudio, se tomaron tres
valores en tres puntos diferentes de cada una de ellas
y se considerd como dato final el promedio del z-score
que tenia valores normalizados en rangos de -3 a +3.
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Figura 1. (A). Localizacién de genes DSCR de la Regién Critica del Sindrome de Down entre las bandas q22.12 y q22.2 del
cromosoma 21 humano. Se muestra la distribucién de nueve genes DSCR que estdn implicados en las patologias asociadas con el
sindrome de Down. (B). Patrones de hibridacién de ADNc de diferentes estructuras del cerebro humano en micromatrices de ADN
que incluyen 19.000 genes humanos. Para cada uno de los genes estudiados se tomaron perfiles de expresiéon usando distintas
sondas HAS21/DSCR. (DSCR). Regién Critica del Sindrome de Down. (RCAN1), DSCR1. (PSMG1), DSCRZ2. (PIGP), DSCR5. (LF).
Loébulo Frontal. (LP). Lébulo Parietal. (LT). Lébulo Temporal. (LL). Lébulo Limbico. (NC). Ntcleos Cerebrales y (MY). Mielencéfalo.
(Fuente Allen Brain Atlas. http;/www.brain-map.org). Las franjas de color rojo corresponden a estructuras cerebrales donde se
registra una sobreexpresién del correspondiente gen; las zonas verdes corresponden a estructuras cerebrales donde se registra una

subexpresién del correspondiente gen.

Construccion de redes de interaccion
de proteinas DSCR

Para construir una red de interaccién de las proteinas
codificadas por los distintos genes DSCR incluidos en
este trabajo con otras expresadas en la plataforma
GSE5281 RNA de cerebro total (nimero de acceso:
GN233)(17), se utiliz6 como herramienta la plataforma
bioinformaética de la base de datos GeneMania del
Donnelly Centre for Cellular and Molecular Structu-
re de la Universidad de Toronto en Canada. A partir de
esta informacion se construyé una red de interaccion de
seis proteinas DSCR con otras 40 proteinas humanas
consignadas en las diferentes bases de datos, algunas
de ellas expresadas en el cerebro humano normal.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo empleando
los programas Statgraphics Centurion XVI (http://
www.statgraphics.com) y Systat 13 (http://www.sys-
tat.com). Las diferencias entre los datos de promedios
de los distintos experimentos se calcularon mediante
un andlisis de comparaciones multiples estimando
su significancia con la prueba de Mann y Whitney
para multiples comparaciones. Las diferencias de
niveles de expresién por gen por area anatoémica se
modelaron mediante el Scatter Plot usando como
medida de comparacion los valores de correlaciones
parciales de Pearson con una significancia del 95%
(p<0,05). Para jerarquizar la expresiéon en cada uno
de los genes en las distintas subestructuras cerebrales,
se realiz6 un andlisis de componentes principales
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(ACP) reduciendo el espacio R de ocho variables izquierdo y derecho y en el globo pélido izquierdo
colineales a tres componentes principales (R8 >R3). y derecho (figura 2). En el l6bulo limbico los valores
de expresion mas elevados se observaron en el giro
Para los analisis estadisticos se tomaron tanto los parahipocampal y en el area central CA4 (figura 2);
valores de promedios de z-score como aquellos de me- mientras que los niveles de expresiéon mas bajos se
dianas de experimentos con tres tipos de sondas para detectaron en el Talamo (T), el Tegumento Cerebro-
cada uno de los genes DSCR incluidos en el estudio. Se Medial (TCM) y el Cerebelo (Cb).
excluyeron del estudio aquellos valores en los que no
se determinaron diferencias estadisticas significantes; Perfiles de transcripcién de cada gen en los nicleos
ademéas aquellos valores no repetibles estadisticamente, centrales y el 16bulo limbico
no fueron incluidos en el presente analisis.
Los valores mas altos de z-score se registraron en el

Resultados putamen para los genes DSCR1, 6 y 10 junto con el
nucleo caudado para los genes DSCR 4, 5, 8 y 10
Transcripcion global de genes DSCR en el cerebro (figuras 3 a y b). Por otra parte, en el globo pélido y

el claustro, los niveles de expresion de cada uno de
De la inspeccion visual de los patrones de hibridacion los genes DSCR fueron variables aunque en general
de micromatrices de ADN con las diferentes sondas mas bajos que en las dos zonas anteriores (figuras 3
analizadas (figura 1B), se observé una expresion c y d). El &rea central izquierda registré los mayores
diferencial de los ocho genes DSCR a lo largo de valores de z-score en los genes DSCR1, 2, 3, 4, 5,
las distintas estructuras cerebrales. Sin embargo, un 6 y 8 junto con el giro parahipocampal en donde la
analisis cuantitativo de la transcripcién global de estos expresion mas alta fue para los genes DSCR 4, 5, 8
ocho genes DSCR a lo largo de 19 subestructuras de v 10 (figura 4 a y c). En el subiculum, el area central
los nticleos centrales y de 14 del 16bulo limbico, reveld derecha y el giro dentado la expresion de cada uno de
que en los nucleos centrales, los valores de z-score estos genes fue variable, aunque en general mas baja
promedio mas altos se registraron en el putamen que en las dos anteriores (figuras 4 b, d y e).
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Figura 2. Perfiles de expresion génica global de ocho genes HAS21/DSCR a lo largo de las diferentes estructuras de los ntcleos
cerebrales y del I6bulo limbico. Se grafican los valores de z-score promedios de los ocho genes DSCR incluidos a lo largo de distintas
estructuras del 16bulo limbico de la corteza y de los ntcleos cerebrales; éstos valores fueron obtenidos de experimentos hibridacién
con micromatrices de ADN de ADNc de cerebro humano consignadas en la base de datos de uso libre del Cerebro Humano del Insti-
tuto Allen para el estudio del cerebro. (CNC) Cabeza del Nucleo Caudado. (NCI) Nicleo Caudado Izquierdo. (NCD) Nicleo Caudado
Derecho. (BNC) Base del Ntcleo Caudado. (Pul) Putamen Izquierdo. (PuD) Putamen Derecho. (NAI) Nicleo Acumulado Izquierdo.
(NAD) Nucleo Acumulado Derecho. (GPEI) Globo Péalido Externo Izquierdo. (GPID) Globo Paélido Interno Derecho. (GPED) Globo
Palido Externo Derecho. (CBA) Cerebro Anterior Basal (SID) Sustancia Innominada Derecha. (CI) Claustro Izquierdo. (CD) Claustro
Derecho. (ZTA) Zona de Transicién de la Amigdala. (ABI) Amigdala Basolateral Izquierda. (NCA) Nucleo Central de la Amigdala.
(ACM) Amigdala Corto Medial. (NIA) Nucleo Izquierdo de la Amigdala. (GPHI) Giro Parahipocampal Izquierdo. (GPHCcos) Giro
Parahipocampal cos. (SuI) Subiculum Izquierdo. (AC1I) Area Central 1 Izquierda. (AC2I) Area Central 2 Izquierda. (AC3I)Area Cen-
tral 3 Izquierda. (AC4I) Area Central 4 Izquierda. (GDI) Giro Dentado Izquierdo. (SuD) Subiculum Derecho. (AC1D) Area Central 1
Derecha. (AC2D) Area 2 Central Derecha. (AC3D) Area 3 Central Derecha. (AC4D) Area 4 Central Derecha. (GIC) Giro Insular Corto.
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Figura 3. Perfiles de expresion diferencial de cada uno de los ocho genes DSCR en distintas subestructuras de los ntcleos cere-
brales. (A). Ntcleo caudado. (B). Putamen. (C). Globo pélido. (D). Claustro. Se empleé como gen reportero aquel que codifica por
la pro-encefalina (PENK) (Gene ID: 5179) (http;/www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), cuya expresién a lo largo de las distintas estructuras
cerebrales ha sido documentada previamente.
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Figura 4. Perfiles de expresién de cada uno de los ocho genes DSCR en distintas subestructuras del l6bulo limbico. (A) Giro pa-
rahipocampal. (B). Subiculum. (C) Area central izquierda. (D). Area central derecha. (E). Giro dentado. Claustro. Se empleb como
gen reportero el que codifica por la pro-encefalina (PENK) (Gene ID: 5179) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), cuya expresién a
lo largo de las distintas estructuras cerebrales ha sido documentada previamente.
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El anélisis de componentes principales permitié redu-
cir a tres componentes los valores de z-score de los
ocho genes DSCR en las dos estructuras cerebrales
previamente descritas. Para los nucleos cerebrales
las tres componentes principales representaron el
78,9% de la varianza total, mientras que para el 16-
bulo limbico el 65,9%. Se observé que la distribucion
de los ocho genes DSCR fue diferencial en las dos
estructuras cerebrales (tabla 2). El componente 1 fue
el méas complejo de los tres e incluyd, para los ntcleos
cerebrales, a los genes DSCR 1, 3y 10, en contraste
con la del I6bulo limbico que estuvo conformado por
los DSCR 1, 4, 8 y 10. Un anélisis comparativo de
los graficos Biplot, permiti6é establecer que para los
nucleos cerebrales se detectaron dos asociaciones de
genes DSCR cuyos resultantes fueron positivas, DSCR
6-10 y DSCR 8-4; mientras que en el I6bulo limbico
solamente una DSCR 6-2.

Interacciones de proteinas codificadas por los genes
DSCR

En general se pudo establecer una asociacion median-
te interaccién de 6 proteinas DSCR con 40 humanas,
algunas de ellas se expresaban en el cerebro humano
normal. De acuerdo con lo que se muestra en la figura
5, se diferenciaron tres nodos principales, dentro de
los cuales un niimero variable de proteinas humanas
interactuaba directamente con algunas de las seis
proteinas DSCR.

El nodo I incluy6 22 proteinas que interactuaban con
la reguladora de la calcineurina o DSCR1 (RCNA1),
de las cuales 5 de ellas directamente (figura 5). DSCR1
interactud directamente con PPP3CA que es la subu-
nidad catalitica de la Proteina fosfatasa 3 alfa ubicada
en el locus 4g24, la cual es una Treonina fosfatasa,
ésta participa en procesos de desfoforilacion de pro-
teinas; v con PPP3CB, la subunidad catalitica de la
Proteina fosfatasa 3 beta. De acuerdo con el Brain
Atlas de Affymetrix, ambas proteinas se expresan
en cerebro adulto; sin embargo PPP3CA lo hace
especialmente en el niicleo caudado v el globo pélido.

El nodo Il incluyé la interaccion de DSCR3 directamente
con la Prefoldina 2 (PFDN2) que participa activamente
de los procesos de plegamiento de proteinas haciendo
parte del complejo de pre-plegamiento citoplasmatico.
Indirectamente con DSCR8 y MAP3K3, esta tltima una
Proteina Cinasa-Cinasa-Cinasa activada por mitbgenos
que es componente de la cascada MAPKKK. Ademas,
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con la proteina basica rica en triptéfano -WRB- ex-
presada en muchos tejidos embrionarios y adultos;
se propone que esta proteina representaria un papel
importante en la cardiopatia congénita que se presenta
muy frecuentemente en pacientes con SD (figura 5).

El nodo Il estuvo conformado por ocho proteinas
que interactuaban directamente entre si, en el que
PIGP (DSCRb5) conformé una red local con otras
enzimas que hacen parte de la biosintesis del anclaje
a membranas del fosfatidilinositolglicano (GPI) entre
las que se incluyeron PIGA, PIGH, PIGQ y PIGC. Otra
interacciéon importante se determiné entre el grupo
de las dolicil-fosfato/manosiltransferasas, DPM 1, 2y
3 que controlan la sintesis de Dolicol-Fosfato-Manosa
(Dol-P-Man) y son donadoras de residuos manosil al
interior de Reticulo Endoplasmatico (figura 5).

De las veinte principales categorias GO registradas
en la red construida, aquellas que participan en el
metabolismo del Glicofosfatidil Inositol v su anclaje
en las membranas, junto con los diferentes procesos
de biosintesis de lipidos, fosfolipidos y 6rganofosfatos
fueron las maés significantes. Este resultado sugiere que
la interaccion de los genes DSCR es fundamental en la
regulacion de estas rutas metabdlicas que ocurren en los
distintos componentes celulares del cerebro humano.
De otra parte los procesos de transducciéon de seriales
que involucran senalizacion por proteina G acoplada a
cAMP segundo mensajero, la mediada por nucledtidos
ciclicos y via proteina G, que también presentaron
valores significantes, sugieren que estas funciones son
importantes como parte de los mecanismos de inte-
gracion de la informacion que ocurren en el cerebro.

Discusion

Construimos un modelo in silico de perfiles de trans-
cripcion diferencial de ocho genes localizados en la
DSCR a lo largo de 19 estructuras de los nucleos cere-
brales y de 14 del l6bulo limbico en donde se demostré
que la transcripcion de estos genes fue diferencial y
especifica, ademas de ser dependiente de la estructura
cerebral asociada. Asi pues, se puede concluir que en
el cerebro normal, los ocho genes DSCR analizados,
estarian sometidos a una regulacién muy precisa de su
transcripcion, siendo ésta dependiente de la fisiologia de
cada una de los componentes estructurales del cerebro.
Estadisticamente se confirmé la coexpresion de los ge-
nes estudiados agrupados en componentes diferentes
en las dos estructuras cerebrales analizadas; siendo una
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Figura 5. Red de interaccién de proteinas asociadas con la expresion de los ocho genes DSCR analizados. Se utilizé el software
de la base de datos GeneMania del Donnelly Centre for Cell Biology and Molecular Structures, de la Universidad de Toronto en
Canada (http;/www.genenania.org/ ). Las abreviaturas de cada una de las proteinas incluidas en la red, corresponden a las consig-
nadas en la base de datos de Genes and mapped phenotypes del National Center for Biotechnology Information (NCBI). (httpy/

www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)

Tabla 2. Coexpresién de los ocho genes de la regién DSCR en nticleos cerebrales y el 16bulo limbico y agrupacién en tres compo-
nentes principales diferentes. Se empleé el gen PENK como gen reportero.

Estructura Cerebral Componente 1

Componente 2 Componente 3

DSCR1, DSCR2, DSCR3,

Nucleos Cerebrales DSCR10, PENK*

DSCRS8 DSCR4, DSCR5

DSCR1, DSCR2, DSCR4,

Lébulo Limbico DSCRS, DSCR10

DSCR3, PENK* DSCR6, DSCR5

(*) PENK, gen que codifica para la Pro-encefalina (Cédigo NCBI: 5179), ubicado en el locus 8q23-q24.

evidencia mas de la regulacion estructura especifica de
la transcripcion de los ocho genes DSCR analizados.

Reportes previos han mostrado una elevada expresion
del gen DSCR10 RCAN1 en corteza, cerebro medio
y cerebelo de ratones SD (18) y del gen DSCR5 o
PIGP en el cerebro en desarrollo (19). En el presente
estudio, se determind que los niveles de expresion
global més elevados se detectaron en el putamen y
el niicleo caudado; de otra parte en el [6bulo limbico,
las areas centrales y el giro hipocampal registraron
niveles altos de transcripciéon. Tomados en su con-

junto, los resultados sugieren que la transcripcion de
estos genes en el cerebro humano es coincidente con
aquella obtenida para ratones.

Individuos con SD inevitablemente desarrollan, en
alglin periodo de su vida, enfermedad de Alzheimer
(EA); aunque el mecanismo por el cual se desarrolla
la neuropatologia EA no esté bien definido en los
pacientes SD (20). Sin embargo, se sugiere que la
fosforilacion de la Presenilina 1 mediada por Dyrk1A
estableceria un puente funcional entre el SD vy la
EA (21); la sobreexpresion de RCAN1 en neuronas
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primarias conlleva a la activacién de la sintesis de
caspasa-9 y caspasa-3 induciendo apoptosis neuronal
que complementaria el mecanismo de deposito de las
placas amiloideas (22). Ademaés, se ha determinado
previamente que la sobreexpresion de PIG-P (DSCR5)
puede alterar las modificaciones postraduccionales
y el subsecuente anclaje de proteinas de membrana
mediados por la glicosilfosfatidilinositol- N-acetil-glu-
cosamini-transferasa(GPI-GnT) (23). PIG-P (DSCRb5)
se sobreexpresa dos veces en la corteza cerebral en
contraste con DSCR6 cuya expresion fue normal (24).

Ademas, de la concordancia de estos resultados
experimentales con los obtenidos a partir de nuestro
modelo in silico, se obtuvo una mayor resolucién
estructural de la transcripcion de los genes DSCR, lo
que nos permitié construir perfiles transcripcionales
que son dependientes de la estructura del cerebro
involucrada. Estas evidencias indicarian que el feno-
tipo de algunas de las enfermedades neuroldgicas que
actualmente aquejan a nuestra especie como el SD y
EA entre otras, no puede explicarse simplemente por
la expresion alterada de un gen, sino por el contrario,
serian el producto de la alteracién de las multiples
interacciones génicas que controlan la homeostasis
cerebral.

Fue evidente que la expresiéon de los ocho genes
DSCR tuvo su maximo en el putamen, el globo palido
y el nucleo caudado. El Putamen es la porciéon de los
nucleos basales que forma la parte mas externa del
nucleo lenticular y parece desempefiar un importante
papel en el condicionamiento operante (aprendizaje
a través de refuerzo). Las cortezas somatosensorial y
motora, el nicleo intralaminar del tdlamo y la sustancia
negra se proyectan al putamen y éste, a su vez, pro-
yecta en areas motoras y premotoras de la corteza a
través del globo palido y el talamo (25). Por otra parte,
el nicleo caudado es uno de los componentes de los
ganglios basales localizados junto al cerebelo, participa
en la modulacién del movimiento; previamente se ha
demostrado que el nicleo caudado esta fuertemente
involucrado en el aprendizaje y la memoria (26), en
particular en materia de tratamiento de retroalimenta-
cién (27). Ellobulo limbico, contiene la circunvolucion
del cuerpo calloso, la circunvolucién subcallosa y el giro
parahipocampal, y es aparentemente el principal res-
ponsable de la vida afectiva, influenciando la formacién
de memorias, en las que participan el hipotalamo, el
hipocampo, la amigdala y cuatro &reas relacionadas.
Los resultados obtenidos en este estudio permitieron
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correlacionar elevados niveles de transcripcion de los
genes DSCR en estas estructuras con su potencial
papel en las funciones asociadas (28).

La interaccién entre proteinas que se obtuvo en la
red, mostré que varias de ellas se expresan en el
cerebro e interacttian directamente con DSCR1,
2, 6 y 8, ademas de otras, conformando una red
compleja de interaccién de proteinas expresadas
en el cerebro (29). Este hecho nos da un punto de
partida para analizar desde la biologia integrada de
sistemas, alteraciones cerebrales como EA, SD y
otras no menos importantes que afectan el funcio-
namiento normal de las actividades cerebrales (30),
ademas de la comparacién funcional entre especies
(31). Este primer acercamiento ya nos mostré que
en un andlisis de baja resolucién, esta interaccién
seria muy compleja.

Aunque el fenotipo de la trisomia 21 es variable y
complejo, todos los pacientes con SD tienen defi-
ciencias de aprendizaje que van desde moderadas a
severas. Recientes trabajos con el modelo de ratén SD
transcromosémico (Tc1), han permitido examinar en
detalle los procesos de aprendizaje que estarian afec-
tados por la trisomia del par 21 (32). Los analisis en
el raton Tc1modelo, mostraron anormalidades en los
procesos de aprendizaje de corto plazo, dependientes
de la funcion hipocampal, pero no en los de largo
plazo. Los déficits de aprendizaje se correlacionaron
con anormalidades en la potenciacién de largo plazo
(PLP) del giro dentado del hipocampo (33). Més aln,
recientes hallazgos han mostrado alteraciones en el
namero de componentes sinapticas en el hipocampo
de ratones transgénicos Ts 65DN (34).

Nuevos y excitantes hallazgos han revelado que en el
genoma humano opera una considerable plasticidad,
la cual de manera directa o indirecta afecta no solo la
expresion de genes localizados en el cromosoma 21
sino de otros ubicados en los otros cromosomas. Este
hecho nos lleva a considerar que la gran variabilidad
del fenotipo SD seria el resultado de la alteraciéon en
el nimero de copias de elementos genémicos no tra-
dicionales. El estudio del transcriptoma de la trisomia
21 (T21) mediante micromatrices de ADN asociado a
medidas de PCR cuantitativo tanto en trisomias com-
pletas como en segmentales, ha confirmado que mas
del 50 % de los genes localizados en el cromosoma
21, tienen nimero de copias variable mayor que el
fenotipo normal euploide (35,36).
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En un esfuerzo por correlacionar el efecto del desba-
lance de la dosis de genes HAS21 con la potencial
alteracion en los perfiles de transcripcion asociada a
diferentes subestructuras cerebrales de los ocho genes
DSCR incluidos en este trabajo, se tomaron como
punto de partida los resultados obtenidos por Yahya-
Graison et al.(37). Mediante mediciones obtenidas de
micromatrices de ADN construidas con sondas que
representaban 145 genes, 58 ORFs, 118 predicciones
y 18 transcritos antisentido del cromosoma 21, se
calcularon las relaciones de niveles de expresion génica
en lineas celulares de pacientes con SD y se compa-
raron con los de personas normales. De acuerdo con
los resultados obtenidos, los genes HSA21 analizados
se clasificaron en cuatro clases cuyos valores de rela-
ciones de expresion SD/control eran caracteristicos.
En la clase I se incluyeron aquellos cuyos valores de
relacion de expresion SD/control, eran mayores a 1,5
y que por lo tanto serfan genes con tres copias. En
nuestro estudio, el gen PIGP (DSCR5) se incluy6 en
esta clase y por lo tanto se infiere que sufre el efecto
de desbalance de la dosis. La clase Il esta conformada
por genes cuyas relaciones DS/control eran signifi-
cantemente diferentes de 1 y de 1,5; en este grupo
el gene DYRK1A, esta bajo el efecto de dosis génica.
La clase III, la conforman un grupo de genes cuyas
relaciones de expresion DS/control, son <1.4; estos
genes clase IIl estin compensados en el paciente con
SD e incluyeron a DSCR1, 2, 3, 6, 8 y 10 de nuestros
andlisis. Finalmente, la clase [V esta representada por
genes cuya relacion de expresion es mayor que 1 pero
menor que 1,5y tienen una alta variabilidad entre los
pacientes y los normales; de nuestro estudio, el gen
DSCR4 se incluy6 dentro de esta clase.

Puesto que el tinico gen clase I incluido en este trabajo
que sufre el desbalance de dosis y se presenta en tres
copias fue el DSCR5 (PIGP), es posible interpretar
que el mayor efecto sobre la alteracion de los perfiles
de transcripcion de diferentes estructuras cerebrales
en pacientes con SD, se debera a este gen. Asi pues,
en los nacleos caudados, el globo palido, el giro
parahipocampal, el giro dentado y el area central
4, los perfiles de transcripcion sufririan el efecto del
desbalance de la dosis de PIGP (DSCR5). En conse-
cuencia se puede inferir una alteracion de la funcion
que desemperian estas estructuras, principalmente
en el aprendizaje, y la memoria (26), en particular en
materia de tratamiento de retroalimentacion, la vida
afectiva y la formacién de memorias cuya disfuncion
es caracteristica del sindrome de Down.

Con base en los resultados y la correlacion anatémica
de la expresion diferencial demostrada en este estudio,
es posible postular como hipétesis de trabajo que la
potencial alteracion de los perfiles transcripcionales,
ademas del desbalance de la dosis de los genes DSCR
en las neuronas del ganglio basal y del 16bulo limbico,
podrian ser factores importantes en la desregulacion
de sus funciones asociadas, conllevando a una disfun-
ci6n del aprendizaje y la memoria, rasgos éstos que se
observan en grados variables en los fenotipos SD y EA.

Los recientes resultados, referenciados en los parrafos
anteriores, sustentan la hipétesis de que existe una
elevada variacion en los fenotipos de los pacientes
SD, atribuible no tanto a genes especificos sino mas
bien a la sobreexpresion o subexpresion de dominios
cromosdémicos completos. En este sentido, el SD
deberia enfocarse como un prototipo de desorden
genémico, ademas de convertirse en un excelente
modelo para la implementacién de una neurociencia
sistémica (38-40).

El modelo desarrollado en nuestro trabajo, sirve de
punto de partida para efectuar un analisis sistémico
de la alteracion de los perfiles de expresion génica
de subestructuras del cerebro en otras enfermedades
neuroldgicas cuya patogénesis es compleja e involucra
numerosas redes de interaccion de expresion de ge-
nes. De tal manera que el enfoque bioinformatico se
convierte en una herramienta poderosa para abordar
un grupo creciente de enfermedades crénicas que
se han convertido en problemas de salud publica a
nivel mundial.
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