Aaay UNIVERSITAT
CEIMS;) POLITECNICA
./ DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Dpto. de Biotecnologia

Analisis histoldgico y transcriptdmico de lesiones corticales
de pacientes con Esclerosis Mdltiple

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Biotecnologia Biomédica

AUTOR/A: Casas Hidalgo, Lucia

Tutor/a: Galindo Orozco, Maximo Ibo

Cotutor/a externo: CUBAS NUNEZ, LAURA
Director/a Experimental: GASQUE RUBIO, RAQUEL

CURSO ACADEMICO: 2022/2023



UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA

aster Biotecnologia
iomedica

UNIVERSIDAD
l()IIlH I\I( /\
[

ﬁw

i
2
)

ll

ANALISIS HISTOLOGICO Y
TRANSCRIPTOMICO DE
LESIONES CORTICALES DE
PACIENTES CON ESCLEROSIS
MULTIPLE

TRABAJO FIN DE MASTER EN BIOTECNOLOGIA BIOMEDICA

ALUMNA: LUCIA CASAS HIDALGO
TUTOR UPV: MAXIMO I1BO GALINDO OROZCO
TUTORA 1IS La Fe: LAURA CUBAS NUNEZ
DIRECTORA EXPERIMENTAL: RAQUEL GASQUE RUBIO

Curso Académico: 2022-2023

VALENCIA, 1 de Junio de 2023



RESUMEN

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica y autoinmune del sistema nervioso
central (SNC) que afecta a mas de 2 millones de personas en el mundo, y que presenta tres
formas clinicas principales: la esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR), la esclerosis
multiple primaria progresiva (EMPP) y la secundaria progresiva (EMSP). El sello patoldgico de la
enfermedad son las lesiones focales desmielinizantes en sustancia blanca, por lo que la mayoria
de los estudios hasta la fecha han enfocado sus investigaciones en estas lesiones. No obstante,
la afectacion cortical ha demostrado tener una estrecha relacion con determinados factores de
progresion en estos pacientes, como el deterioro cognitivo o la discapacidad. Los mecanismos
intrinsecos a la formacion de lesiones corticales son parcialmente conocidos hasta la fecha, por
lo que se necesita conocer mas sobre el perfil transcriptomico de estas. Las tecnologias de
transcriptémica espacial permiten la visualizacién de patrones de moléculas de ARNm en
regiones de tejido de interés proporcionando una localizacidn bidimensional de los transcritos
en el tejido. Los objetivos de este trabajo fueron la localizacidn y caracterizacion de las lesiones
corticales de pacientes con EM vy el posterior estudio de la expresién génica espacial en dichas
lesiones utilizando la tecnologia Visium.

En este trabajo se analizaron las lesiones presentes en 6 muestras de 3 pacientes con EMRR,
EMSP y EMPP y 2 controles. Se llevaron a cabo dos pasos iniciales de caracterizacion de las
lesiones y optimizacion del tiempo de permeabilizacion del tejido para detectar la maxima sefial
de ARNm; las lesiones encontradas se clasificaron en lesiones crénicas inactivas (n=4) y lesion
activa (n=1) y el tiempo éptimo de permeabilizacion se establecié en 24 minutos. El desarrollo
del protocolo de expresidn génica espacial Visium constod de diferentes pasos de adherencia del
tejido al portaobjetos, liberacion del ARNm, captura local por sondas codificadas espacialmente,
retrotranscripcion, amplificacién del ADNc generado, construccion de la libreria y secuenciacion.
Empleando el software Loupe Browser, se analizaron los niveles de expresion de los genes que
codificaban las proteinas estudiadas previamente a nivel histolégico (PLP1, CD68 y CD3D) y
marcadores genéticos especificos de tipos celulares del SNC (MAP2, CNP y GFAP).
Posteriormente, un segundo andlisis de expresion génica diferencial nos permitié elucidar la
diversidad celular presente en el centro de la lesidon activa. Los resultados del estudio de
transcriptémica espacial mostraron una correlacién con las diferencias observadas a nivel
inmunohistoquimico. El centro de la lesién activa estuvo formado en su mayoria por astrocitos,
siendo el gen GFAP el mas sobreexpresado (p<0,001), seguido del gen B3GAT2 (p<0,001) y del
gen AQP4 (p<0,001), ademas de hallar otros genes expresados en oligodendrocitos, microglia y
neuronas.

En conclusidn, el empleo de la transcriptémica espacial ha permitido el mapeo de los principales
tipos celulares presentes en lesiones de cértex cerebral de pacientes con EM. La sobreexpresion
de los genes GFAP, AQP4, S100B y GJA1 ha permitido establecer una firma genética que sefiala
a los astrocitos reactivos como las células dominantes en el centro de la lesion activa.

Palabras clave: Esclerosis multiple, cértex cerebral, lesién activa, inmunohistoquimica,
transcriptémica espacial, expresidon génica.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, autoimmune disease of the central nervous system affecting
more than 2 million people worldwide, with three main clinical forms: relapsing remitting
multiple sclerosis (RRMS), primary progressive multiple sclerosis (PPMS) and secondary
progressive multiple sclerosis (SPMS). The pathological hallmark of the disease is focal
demyelinating lesions in the white matter, and most studies in recent decades have focused
their investigations on these lesions. However, cortical involvement has been shown to be
closely related to certain progression factors in these patients, such as cognitive impairment or
disability. The mechanisms intrinsic to the formation of cortical lesions are only partially
understood to date, so more needs to be known about the transcriptomic profile of these
regions. Spatial transcriptomics technologies allow the visualisation of mMRNA molecule patterns
in tissue regions of interest by providing a two-dimensional localisation of transcripts in tissue.
The objectives of this work were the localisation and characterisation of cortical lesions in MS
patients and the subsequent study of spatial gene expression in these lesions using Visium
technology.

In this work, lesions present in 6 samples from 3 patients with RRMS, PPMS and PPMS and 2
controls were analysed. Two initial steps of lesion characterisation and optimisation of tissue
permeabilization time were performed to detect maximal mRNA signal; the lesions found were
classified into chronic inactive lesions (n=4) and active lesion (n=1) and the optimal
permeabilization time was set at 24 minutes. The development of the Visium spatial gene
expression protocol consisted of different steps of tissue attachment to the slide, mRNA release,
local capture by spatially encoded probes, retrotranscription, amplification of the generated
cDNA, library construction and sequencing. Using the Loupe Browser software, the expression
levels of genes encoding proteins previously studied at the histological level (PLP1, CD68 and
CD3D) and CNS cell type-specific gene markers (MAP2, CNP and GFAP) were analysed. A second
differential gene expression analysis then allowed us to elucidate the cellular diversity present
in the centre of the active lesion. The results of the spatial transcriptomics study correlated with
the differences observed at the immunohistochemical level. The centre of the active lesion
consisted mostly of astrocytes, with the GFAP gene being the most overexpressed (p<0,001),
followed by the B3GAT2 gene (p<0,001) and the AQP4 gene (p<0,001), in addition to other genes
expressed in oligodendrocytes, microglia and neurons.

In conclusion, the use of spatial transcriptomics has allowed the mapping of the main cell types
present in cerebral cortex lesions of MS patients. Overexpression of GFAP, AQP4, S100B and
GJA1 genes has allowed the establishment of a genetic signature that points to reactive
astrocytes as the dominant cells in the zone of increased activity of the active lesion.

Keywords: Multiple sclerosis, cerebral cortex, active lesion, immunohistochemistry, spatial
transcriptomics, gene expression.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario
ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARN-seq: Secuenciacion de ARN

ARC: Amplificacidon en circulo rodante

BC: Barcode o cddigo de barras

BHE: Barrera hematoencefalica

BOC: Bandas oligoclonales

CA: Centro activo

CEIM: Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos
CD68: Cluster de diferenciacién 68

CD3: Cluster de diferenciacion 3

CNAG: Centro Nacional de Analisis Gendmico

CPO: Células precursoras de oligodendrocitos
DAB: 3,3’-diaminobenzidina

EDSS: Escala expandida del estado de discapacidad
EM: Esclerosis multiple

EMCD: Esclerosis multiple clinicamente definida
EMRR: Esclerosis multiple remitente-recurrente
EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva
EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva
GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
HCI: Acido clorhidrico

H&E: Hematoxilina-eosina

HIS: Hibridacién in situ

INF-y: Interferén gamma

IgG: Inmunoglobulina G

IL-6: Interleukina-6

IL-17: Interleukina 17

LA: Lesion activa



LCA: Lesion crénica activa

LCI: Lesidn crénica inactiva

LCR: Liquido cefalorraquideo

Linfocito Th1/Th17: Linfocito T helper 1/17

MetOH: Metanol

NAWM: Normal appearing white matter o sustancia blanca de apariencia normal
NK: Natural killer

NO: Oxido nitrico

0O: Anidn superdxido

OCT compound: Optimal cutting temperature compound o compuesto para la temperatura
Optima de corte

PG-M1: Fosfoglucomutasa-1

PLP: Proteina proteolipidica

RT: Retrotranscripcién

TR: Tejido restante

SCA: Sindrome clinico aislado

scRNA-seq: Single cell RNA sequencing o secuenciacion de RNA de célula Unica
Sl: Sistema inmunitario

SIS: Secuenciacidn in situ

SNC: Sistema nervioso central

SSC: Saline sodium citrate o solucidn de citrato de sodio

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate o dodecilsulfato de sodio

SB: Sustancia blanca

SG: Sustancia gris

TNF: Tumor necrosis factor o factor de necrosis tumoral

UMI: Unique molecular identifier o identificador unico molecular

VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule 1 o molécula de adhesion endotelial 1

VLA-4: Integrina a4f1
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I. INTRODUCCION
1. Definicidn de la enfermedad, epidemiologia y formas clinicas

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crdnica de base inflamatoria y autoinmune del
sistema nervioso central (SNC) que afecta a un total de 2,8 millones de personas en todo el
mundo (Reich et al., 2018). La EM es el trastorno neuroldgico discapacitante no traumatico mas
comun en adultos jévenes, en la mayoria de los casos, con un inicio entre los 20 y 40 afos
(Dobson & Giovannoni, 2019; Mancinelli et al., 2021). Espaiia es una regién que presenta una
prevalencia media-alta de la enfermedad (80-100 casos por cada 100.000 habitantes) y su

incidencia es superior en mujeres (Pérez-Carmona et al., 2019).

La EM es una enfermedad heterogénea caracterizada por dos fenémenos clinicos: la inflamacion
aguda y una progresion sostenida de la discapacidad. En gran parte de los pacientes, la
enfermedad comienza con episodios agudos total o parcialmente reversibles de afectacion
neurolégica en los que predomina una inflamacién local y que cominmente se denominan
“brotes” (Reich et al., 2018). Los sintomas tipicos en el inicio incluyen brotes episddicos de fatiga,
entumecimiento, problemas visuales, espasticidad o rigidez, problemas intestinales y de la
vejiga, etc. Ademds, en un cierto numero de pacientes puede ocurrir un proceso
neurodegenerativo que tiene lugar independientemente de los brotes y que es el principal
responsable de la discapacidad de los pacientes (Filippi et al., 2018). Estos dos fendmenos hacen

referencia a las diferentes formas clinicas o subtipos de la enfermedad (Figura 1):

El sindrome clinico aislado (SCA) hace referencia al primer evento clinico que engloba un
episodio de inflamacién y desmielinizacién del sistema nervioso central (SNC) altamente
sugerente de EM pero que no cumple sus criterios diagndsticos. La EM comienza con SCA en un
alto porcentaje de pacientes y se transforma en EM clinicamente definida (EMCD) cuando estos
desarrollan un segundo ataque. La EM remitente-recurrente (EMRR) es el fenotipo mdas comun
de EM (85% de los pacientes con EM) y se caracteriza por episodios de empeoramiento agudo
del funcionamiento neurolégico con una recuperacion total o parcial y sin una progresion
aparente de la enfermedad (Filippi et al., 2018; Klineova & Lublin, 2018). Después de 10-15 afos
desde el comienzo de la EMRR, un 30-35% de los pacientes desarrollan un curso progresivo de
la enfermedad denominado esclerosis muiltiple secundaria progresiva (EMSP) (Dobson &
Giovannoni, 2019). En la EMSP la funcién neuroldgica empeora progresivamente y la
discapacidad se acumula con el tiempo, con o sin brotes. En ultimo lugar, aproximadamente un
10-20% de los pacientes desarrollan la denominada esclerosis multiple primaria progresiva
(EMPP) que se caracteriza por una ausencia de la fase remitente-recurrente y una progresion
constante desde el inicio de la enfermedad. En esta forma clinica, la funcién neuroldgica
empeora tan pronto como aparecen los sintomas y no presenta brotes (Filippi et al., 2018;
Klineova & Lublin, 2018).
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Figura 1. Formas clinicas de la EM. El SCA se representa con un Unico brote de al menos 24 horas de duracion y
denota el primer sintoma neuroldgico sugestivo de esclerosis multiple. El curso de la EM en su forma EMRR,
representada en azul, se caracteriza por la aparicién de recaidas a intervalos irregulares que pueden desaparecer
total o parcialmente. La forma EMSP, representada en naranja, comienza con episodios de brotes pero a lo largo del
tiempo los pacientes desarrollan una discapacidad progresiva e irrevesible que se produce independientemente de
los brotes. La forma EMPP, representada en rojo, se caracteriza por una progresion de la enfermedad y una
consiguiente acumulacion de la discapacidad desde el inicio de los sintomas, sin brotes tempranos. La discapacidad
se muestra en la escala expandida del estado de discapacidad (EDSS). Figura creada con BioRender.com. SCA:
Sindrome clinico aislado; EMRR: Esclerosis multiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis multiple secundaria

progresiva; EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva; EDSS: Escala expandida del estado de discapacidad.

La EM es una enfermedad de causa desconocida ya que aun no se ha identificado un
desencadenante etioldgico especifico. Sin embargo, se sabe que se trata de una enfermedad
multifactorial influenciada por varios factores de riesgo genéticos y ambientales (Olsson et al.,
2016). Estudios de asociacion del genoma completo han identificado a los polimorfismos en
genes del complejo mayor de histocompatibilidad como los factores de riesgo genético mas
significativos (Dendrou et al., 2015; Filippi et al., 2018; Olsson et al., 2016; Piquet & Alvarez,
2021). Los principales factores de riesgo ambientales incluyen la latitud geografica, la baja
exposiciéon a la luz ultravioleta B y con ello los bajos niveles de vitamina D, la obesidad y el
tabaquismo. Asimismo, el virus de Epstein-Barr ha demostrado ser el agente infeccioso mas
relacionado con esta patologia, ya que la infeccién sintomatica con este virus duplica las
posibilidades de padecer EM (Bjornevik et al., 2022; Dobson & Giovannoni, 2019).

2. Patogenia e inmunidad en la EM

El cambio patoldgico mas caracteristico en los cerebros con EM es la formacién de grandes
placas focales, también conocidas como lesiones. Son dreas de extensa desmielinizacidén que se
encuentran principalmente en la sustancia blanca (SB) del cerebro, pero también se han descrito

en la materia gris profunda y cortical. Estas placas indican una pérdida de las vainas de mielina



que rodean a los axones y oligodendrocitos, se localizan tipicamente alrededor de los capilares
y se caracterizan por una ruptura de la barrera hematoencefdlica (Dendrou et al., 2015; Dobson
& Giovannoni, 2019; Mancinelli et al., 2021). La EM esta estrechamente vinculada al sistema
inmunitario (SI) puesto que el dafio al SNC que se produce en la enfermedad resulta de la
combinacion de respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas (Piquet & Alvarez,
2021).

2.1.Inmunidad innata

Pese a que multiples tipos celulares (astrocitos, células dendriticas, células asesinas naturales o
NK (del inglés natural killer), etc.) estan involucrados en las respuestas inmunes innatas del
sistema nervioso, los macrdfagos y la microglia son los contribuyentes innatos mas relevantes a

los cambios patoldgicos observados en la EM (Hemmer et al., 2015).

La secrecién de citoquinas pro-inflamatorias induce la activacion de ambos tipos celulares, las
cuales, a su vez, producen otros mediadores pro-inflamatorios y radicales de oxigeno y dxido
nitrico que conducen a la desmielinizacién y pérdida axonal (Figura 2) (Grigoriadis & van Pesch,
2015).

La microglia, el principal fagocito enddgeno del SNC, adopta un fenotipo activado y presenta un
papel critico en la presentaciéon de antigenos a linfocitos T y en la fagocitosis de mielina,
contribuyendo a la desmielinizaciéon (Guerrero & Sicotte, 2020). No obstante, también se ha
descrito un papel protector de la microglia activada en el SNC, ya que juega una funcion
importante en la limpieza de las células muertas y desechos, un proceso necesario para la
resolucion de la inflamacion y remielinizacion (Grigoriadis & van Pesch, 2015). De esta manera,
se desconoce si la fagocitosis de la mielina tiene una funcién inflamatoria o, por el contrario,

neuroprotectora.

Ademas de macréfagos y microglia, otras células de la inmunidad innata estan implicadas en los
procesos fisiopatoldgicos que conducen a la pérdida de mielina y dafio axonal. Un cldsico
ejemplo son los astrocitos, que pueden controlar la infiltracidon de células del Sl periférico al SNC
y regular la actividad de la microglia, oligodendrocitos y células del Sl adaptativo (Grigoriadis &
van Pesch, 2015).

2.2. Inmunidad adaptativa celular y humoral

Las células dendriticas, debido a su funcién de presentacién antigénica, son capaces de
comunicarse con linfocitos T naive y determinar la respuesta adaptativa, por lo que son
consideradas el nexo conector entre ambos tipos de inmunidad. Estas células, dependiendo del
tipo de citoquina secretada, median la activacion de los principales subconjuntos de células T,
los linfocitos T CD4+ y CD8+, también conocidos como linfocitos T helper y citotodxicos,
respectivamente (Grigoriadis & van Pesch, 2015). Ambos tipos de linfocitos estan implicados en

la patogénesis de EM.



Los linfocitos T efectores y proinflamatorios mas implicados en la EM son los linfocitos TCD4+
que expresan IL-17, conocidos como los linfocitos Th17, los linfocitos Th1l y los linfocitos T CD8+.
Se especula que estas células ocasionan el dafio directo a los oligodendrocitos y neuronas y el
dafio indirecto a los tejidos mediante la activacién de otros tipos celulares, como los macréfagos
(Figura 2) (Dendrou et al., 2015; Hemmer et al., 2015).

Por otro lado, los linfocitos B también estan altamente implicados en la patogénesis de la EM.
Pese a que se creia que el papel de los linfocitos B se limitaba a la produccién de anticuerpos,
en la EM, se ha visto que, ademas, aumentan su nimero en las lesiones y en el liquido
cefalorraquideo (LCR) como resultado de su expansidn clonal. Los linfocitos B de memoria
pueden diferenciarse en plasmablastos, que son los responsables de la produccién de las bandas
oligoclonales (BOC) de tipo inmunoglobulina G (IgG) observables en el LCR de una gran mayoria
de pacientes con EM (Grigoriadis & van Pesch, 2015). Asimismo, los linfocitos B de pacientes con
EM pueden producir una respuesta alterada mediante la secrecién de citoquinas
proinflamatorias como la interleukina-6, el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macroéfagos y el factor de necrosis tumoral (IL-6, GM-CSF, TNF) o presentacidon antigénica,
induciendo respuestas aberrantes de linfocitos Thly Th17 (Figura 2) (Filippi et al., 2018).

2.3.Autoinmunidad

La esclerosis multiple es una enfermedad autoinmune en la que ocurre una desregulacidn de la
respuesta inmune debido a una ruptura de la tolerancia inmunolégica, es decir, la capacidad que
tiene nuestro sistema inmunitario de eliminar los clones autorreactivos (que reconocen
antigenos propios) de linfocitos B y T. Durante el desarrollo de los linfocitos T en el timo,
determinados linfocitos T CD4 + autorreactivos no se descartan y se diferencian en linfocitos T
reguladores, que serdn los encargados de suprimir las respuestas autoinmunitarias (Hemmer et
al., 2015).

Durante el establecimiento de la tolerancia central en el timo, la mayor parte de linfocitos T
autorreactivos se eliminan, no obstante, si este proceso no estd controlado, estos linfocitos se
secretardan a la periferia. En personas sanas, la tolerancia periférica mantiene a estas células bajo
control. Sin embargo, en las personas con EM esta tolerancia se rompe debido a una disfuncion
de los linfocitos T reguladores impidiendo su actuacidon de forma correcta y dando lugar a
linfocitos T efectores y agresivos que se activan en presencia de antigenos de mielina (Hemmer
et al., 2015). Asi, ciertos signos de la enfermedad, como son los brotes, podrian ser explicados
por linfocitos T efectores proinflamatorios derivados de una activacion aberrante o

insuficientemente regulada.
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Figura 2. Inmunidad involucrada en la EM. Principales componentes del sistema inmune innato (macréfagos,
microglia y astrocitos) y adaptativo (linfocitos B y T) y las interacciones que contribuyen la patogénesis de la
enfermedad. Figura adaptada de: Grigoriadis & van Pesch, 2015 y creada con BioRender.com. BHE: barrera
hematoencefdlica; SNC: sistema nervioso central; VLA-4: integrina a481; VCAM-1: molécula de adhesién endotelial-
1; Linfocito Th1/Thi17: Linfocito T helper 1/17; IL-6: Interleukina-6; GM-CSF: Factor estimulante de colonias de
granulocitos; TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa; IL-17: interleukina 17; IFN-y: Interferén gamma; NO: Oxido nitrico;

O;: Anidn superdxido; BOC: bandas oligoclonales.

3. Clasificacion de las lesiones cerebrales en EM

La formacion de lesiones en el cerebro de los pacientes con EM es un proceso dinamico. A
medida que la lesidn progresa en el tiempo, los macréfagos y la microglia presentes inicialmente,
se van eliminando lentamente de las lesiones y, por lo tanto, su presencia, ausencia o densidad
numérica dentro de la lesién sirve como indicador del estadio de la lesién (Kuhlmann et al.,
2017). De esta manera y a nivel histoldgico, las lesiones focales pueden englobarse en tres tipos
diferentes en funcidon del patrén de desmielinizacion y la presencia y distribucién de la
inflamacién mediada por macréfagos/microglia (Guerrero & Sicotte, 2020; HeR et al., 2020;
Kuhlmann et al., 2017) (Figura 3A):

- Lesion activa (LA): son hipercelulares y se caracterizan por presentar una degradacién
activa de la mielina y una infiltraciéon difusa y densa de células CD68+ (macrdfagos
periféricos o microglia) en toda la zona de la lesidn. Los linfocitos T se localizan
perivascularmente y de forma difusa en el area de lesion; sin embargo, el nimero de

células T es mucho menor que el nimero de macréfagos/microglia.



- Lesion crénica activa (LCA): también denominadas lesiones mixtas activas
activas/inactivas por encontrarse entre ambas clasificaciones, este tipo de lesiones
estan desmielinizadas y se distinguen por mostrar un centro de lesidn hipocelular y un
frente de macréfagos/microglia en el borde de la lesién. Al contrario de lo que sucedia
en las lesiones activas, el centro de la lesidn esta casi completamente desprovisto de
macrofagos/microglia. Asimismo, se pueden observar infiltrados moderados de

linfocitos T perivascularmente o difusamente distribuidos por todo el centro de la lesion.

- Lesién crénica inactiva (LCl): son lesiones completamente desmielinizadas y se
caracterizan por tener un limite de lesidn escasamente definido. Al igual que las lesiones
cronicas activas, son hipocelulares y solo un pequefio nimero de macréfagos/microglia
y linfocitos T estan presentes en el centro de la lesion. En este caso, tampoco existe un
frente de macrdfagos/microglia en el borde de lesion.

Las lesiones que muestran evidencias de regeneracién de la mielina (remielinizacién) o placas
remielinizadas, se distinguen por la presencia de axones poco mielinizados (Popescu et al.,
2013). En las placas activas que surgen en las primeras fases de la EM, es frecuente encontrar
una extensa remielinizacion temprana, que parece llevarse a cabo a través de células
progenitoras oligodendrocitarias reclutadas al lugar de la desmielinizacidn. Si la remielinizacion
es completa este fendmeno da lugar a las llamadas placas de sombra (del inglés shadow
plaques), que son zonas claramente delimitadas con una densidad de mielina reducida y vainas

de mielina desproporcionadamente finas (Guerrero & Sicotte, 2020; Lassmann et al., 2007).

3.1. Tipos de lesiones y formas clinicas de la EM

Las lesiones activas son el fenotipo inicial de las lesiones de EM y, en consecuencia, se suelen
encontrar en pacientes con una duracién corta de la enfermedad o con una forma remitente-
recurrente. No obstante, este tipo de lesiones también pueden detectarse en pacientes con
formas secundarias progresivas de la enfermedad. Por otro lado, las lesiones crdnicas activas no
son comunes en pacientes de EM de escasa duracidn, pero si aumentan en pacientes con una
duracion de la enfermedad superior a 10 afios o con un curso progresivo de la enfermedad
(Kuhlmann et al.,, 2017). Ademas, una mayor proporciéon de este tipo de lesiones se
correlacionan con una mayor severidad de la enfermedad. Con respecto a las lesiones crénicas
inactivas, son el tipo de lesiones dominantes en pacientes con una larga duracién de la
enfermedad (superior a 15 afios) o una forma secundaria progresiva sin brotes (Guerrero &
Sicotte, 2020; Kuhlmann et al., 2017).

En cuanto a la distribucién de las lesiones cerebrales, en la forma de EMRR se observan multiples
lesiones desmielinizantes inflamatorias en SB, que en ciertos lugares confluyen formando placas
desmielinizantes. En pacientes con EMRR, también se pueden empezar a observar pequefias
lesiones en la corteza cerebral. En la fase progresiva de la EM, el cuadro patoldgico es diferente
y una proporcion sustancial de las placas preexistentes muestran indicios de una expansion de

las lesiones a sus margenes. La forma de EMSP se caracteriza por multiples placas grandes de
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SB, mientras que la forma EMPP se distingue por multiples lesiones focales pequefias en la SB.
Ambas formas muestran una desmielinizacion cortical extensa (Lassmann et al., 2007) (Figura
3B).
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Figura 3. Clasificacion de lesiones cerebrales y su distribucion segun las formas clinicas de EM. Las lesiones activas
contienen un gran nimero de macréfagos/microglia en el centro de la lesién con productos de degradacion de la
mielina, ademas de la presencia de linfocitos T perivascularmente y difusamente distribuidos por toda la lesidn; las
lesiones crénicas activas son hipocelulares en el centro de lesion y se caracterizan por un frente de
macréfagos/microglia ramificada en el borde de la lesion; las lesiones crénicas inactivas son completamente
hipocelulares y no presentan ningtin borde de lesién (A). La forma RR de la enfermedad presenta mayoritariamente
multiples lesiones desmielinizantes focales en SB, mientras que en las formas progresivas de la EM (EMSP y EMPP)
ademas de la afectacion en la SB, existe una extensa desmielinizacidon cortical (B). Figura creada con BioRender.com.
EM: Esclerosis multiple; L.: Lesion;, EMRR: Esclerosis multiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis multiple
secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva.

4. Lesiones corticales

Dado que las lesiones focales desmielinizantes en SB son un sello distintivo de la patologia de la
EM, histéricamente ha sido considerada una enfermedad tipica de SB (Calabrese et al., 2015).
Sin embargo y como se ha mencionado, las lesiones en EM también estdn presentes en la
sustancia gris (SG) y corteza cerebral. De hecho, la prevalencia de la desmielinizacién cortical en
la EM ha sido confirmada por varios estudios patolégicos que muestran que las lesiones
corticales son tan numerosas como las de SB, por lo que constituyen una proporcién significativa
del total de las lesiones cerebrales en EM (B¢ et al., 2003; Bradl & Lassmann, 2009; Calabrese et
al., 2010).

La contribucidn de las lesiones en SB a la enfermedad sdélo explica parte de los déficits clinicos

observados en pacientes con EM. Otras manifestaciones clinicas, como el deterioro cognitivo,



las convulsiones y discapacidad fisica podrian explicarse mas convenientemente por procesos
patoldgicos que afectan a la materia gris, ya que el dafio y pérdida de células en esta regién
puede ser causa de parte de la disfuncidn neuroldgica permanente (Calabrese et al., 2015;
Popescu & Lucchinetti, 2012).

4.1.Tipos de lesiones corticales

Actualmente, la clasificacion de lesiones corticales mas aceptada es aquella basada en la
localizacién de las lesiones desmielinizadas en las capas de la materia gris cortical (Bg et al.,
2003) (Figura 4):

- Lesiones Tipo | o leucocorticales: son lesiones que afectan a las capas mds profundas
de la materia gris, asi como la SB subyacente en la unién de ambas sustancias y sin

alcanzar la superficie de cerebro (Figura 4A).

- Lesiones Tipo Il o intracorticales: son lesiones pequefias desmielinizadas que se
localizan integramente en la corteza cerebral y normalmente suelen formarse

perivascularmente (Figura 4B).

- Lesiones Tipo lll o subpiales: son lesiones que se extienden desde la superficie pial hacia
la corteza y frecuentemente alcanzan las capas 3 y 4 de la corteza (Figura 4C).

- Lesiones Tipo IV o subpiales completas: son lesiones que se extienden por todo el ancho

de la corteza sin introducirse en la SB subcortical (Figura 4D).

Las lesiones subpiales son el tipo de lesidn cortical mas comun y son las mas especificas de la
patologia de la EM, ya que no se han observado en ninguna otra enfermedad inflamatoria o
neurodegenerativa humana (Calabrese et al., 2015; Kooi et al., 2012). Ademas, las lesiones
subpiales a menudo pueden involucrar determinadas circunvoluciones contiguas que engloban
a las regiones del cerebro dedicadas al procesamiento de la atencién y la memoria (Lucchinetti
et al,, 2011).

Durante los ultimos afnos, diversos estudios de RMN han demostrado que el dafio y la atrofia de
la materia gris se producen en fases tempranas de la EM y evolucionan mas rapidamente que
las lesiones en SB (Calabrese et al., 2010). De esta manera, la desmielinizacion cortical ya estd
presente y es comun en pacientes con EM temprana, pero se vuelve mas evidente en las fases
progresivas de la enfermedad (EMSP y EMPP) y en pacientes con EM con déficits cognitivos. Este
hecho sugiere que la desmielinizacion cortical puede ser el sustrato patoldgico de la progresion
Yy, por consiguiente, de la discapacidad irreversible. Dada esta justificacidon clinica y gracias a los
avances conseguidos en las técnicas de imagen e histopatologia para detectar las lesiones
corticales, la ultima década ha sido testigo de un aumento del interés en el estudio de la

desmielinizacion cortical en EM (Popescu & Lucchinetti, 2012).

Los mecanismos subyacentes a la formacion de lesiones corticales en EM, asi como la

contribucion de la desmielinizacién cortical a la patogénesis de la enfermedad son todavia
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parcialmente desconocidos. En el caso de la EM, la complejidad de los mecanismos implicados
en el desarrollo de la patologia sugiere que una complicada red de expresidn génica puede estar
involucrada en la enfermedad. Por consiguiente, es altamente probable que ciertos cambios en
los perfiles de expresidon génica de determinados grupos genes puedan aportar informacion

valiosa sobre las alteraciones especificas que ocurren en la enfermedad (Chiricosta et al., 2023).

Figura 4. Tipos de lesiones corticales en EM. Lesion de tipo | o lesidn leucortical (A). Lesién de tipo Il o lesion
intracortical (B). Lesion de tipo Il o lesidn subpial (C). Lesion de tipo IV o lesidn subpial completa (D). Las flechas en
todas las imdgenes muestran la posicidn de las lesiones y su area de extensidn. Escala de 2 mm en A; escala de 250
um en C; escala de 500 um en B y D. Las figuras 3A y 3B fueron adaptadas de Kuhlmann et al., 2017 y las figuras 3Cy
3D fueron adaptadas de Popescu & Lucchinetti, 2012. EM: Esclerosis multiple.

5. Transcriptomica espacial

Comprender la neuropatofisiologia de enfermedades con afectacidn cerebral requiere el analisis
del tejido. Por este motivo y cuando es posible, la comparacion de biopsias u autopsias de
pacientes que padecieron la enfermedad con el tejido cerebral de pacientes que no murieron
por afecciones neuroldgicas es la mejor forma de observar diferencias (Chiricosta et al., 2023).

Las transcriptémicas de tejido han sido tipicamente estudiadas con secuenciacién de acido
ribonucleico (ARN-seq) partiendo de biopsias u autopsias homogeneizadas (Stahl et al., 2016).
No obstante, este método de andlisis de tejido enmascara la heterogeneidad de los tipos

celulares presentes incluso en las regiones cerebrales mds pequefias (Lein et al., 2017).
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El desarrollo de la reciente tecnologia de secuenciacion de ARN en célula Unica (scRNA-seq) (del
inglés, single-cell ARN-sequencing) ha supuesto un gran avance, ya que combina el contenido
informativo del transcriptoma completo con una resolucién a nivel unicelular (Lein et al., 2017).
Asimismo, permite abordar la diversidad celular de regiones cerebrales complejas y son
métodos aplicables a todas las especies, incluido la humana (Darmanis et al., 2015; La Manno et
al., 2016; Lake et al., 2016; Zeisel et al., 2015). Sin embargo, pese al éxito de la secuenciaciéon de
ARN en célula unica, este método requiere de la liberacidn de células viables de tejidos enteros,

sin inducir estrés, muerte celular y/o agregacion celular.

Ademas, tanto la secuenciacion de ARN en si, como la recientemente desarrollada de célula
Unica no aclaran la localizacion de los perfiles transcriptémicas alterados ni la distribucion
espacial de las células. Por ello, y dado que la informacidn espacial se conserva al estudiar el
tejido intacto, ha existido un gran interés en llevar a cabo la transcriptomica en tejidos intactos
(Stahl et al., 2016; Williams et al., 2022).

El contexto posicional de la expresidon génica es de vital importancia para entender la
funcionalidad del tejido y sus cambios patolégicos (Stahl et al., 2016). La transcriptdmica espacial
es una tecnologia que se ha desarrollado con esta finalidad, ya que hace referencia a la
cuantificacion de la expresion del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de un gran nimero de
genes en el contexto espacial de tejidos. Ademas, esta tecnologia define la posicién e
interacciones entre las células dentro del tejido y revela el impacto de la distribucién espacial
de las células en la patogenia de las enfermedades (Moses & Pachter, 2022; Zhang et al., 2022).

En funcién en determinados pardmetros técnicos, como el nimero de genes que se pueden
sondear y el tamafio de la muestra del tejido que puede analizarse, entre otras consideraciones,
se han desarrollado diferentes tecnologias para el estudio de la transcriptdmica espacial, que

pueden clasificarse en:
- Enfoques basados en imagenes

La transcriptomica espacial basada en imagenes utiliza la hibridacién in situ del ARNm con
sondas marcadas y complementarias, que son detectadas por microscopia para cuantificar los
transcritos (Williams et al., 2022). Los dos enfoques basados en imagenes que se han descrito
son los métodos basados en hibridacion in situ (HIS) y los métodos basados en secuenciacion in
situ (SIS). En los primeros, se utilizan sondas complementarias y marcadas con fluorescencia que
hibridan con la secuencia de ARNm objetivo presente en el tejido (Figura 5A). Posteriormente,
los fluoréforos son visualizados al microscopio para establecer las ubicaciones relativas de los
transcritos segln los colores presentes. Este proceso de hibridacion y toma de imagenes se
repite multiples veces hasta generar un cddigo de barras de fluoréforos especifico de cada gen
(Moses & Pachter, 2022; Williams et al., 2022). Por otro lado, en los métodos basados en
secuenciacion in situ, en lugar de utilizar sondas especificas de genes, se utilizan sondas cortas
y marcadas que permiten determinar 1-2 nucledtidos de la secuencia del transcrito previamente
amplificado, a través de un proceso denominado secuenciacién por ligacion (Figura 5B). Cada

base o secuencia de dos bases estd vinculada a un fluoréforo diferente, por lo que su
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visualizacidn y registro facilita la identificacidon de la secuencia de cada transcrito. La
amplificacion suele realizarse mediante la técnica de amplificacién en circulo rodante (ARC),
proporcionando una amplificacion de la sefial que preserva la localizacién espacial (Rao et al.,
2021; Williams et al., 2022).

- Enfoques basados en secuenciacion de préxima generacion

El desarrollo de estas tecnologias se compone de la captura del ARNm del tejido, la sintesis de
acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) y posteriormente la obtencién de secuencias
através de las técnicas de secuenciacién de préxima generacién. Los dos enfoques mas comunes
gue se fundamentan en el uso de las técnicas de secuenciacién de préxima generacion son los
métodos basados en microdiseccién y los métodos basados en microarrays. En los métodos
basados en microdisecciéon, el tejido es hibridado con sondas que se unen al ARNm y
posteriormente se visualizan al microscopio para determinar la regién de interés y establecer su
ubicacién (Figura 5D). Esta regidn se puede microdiseccionar directamente mediante la
proyeccion de luz UV sobre el tejido, de modo que la sondas se liberan a través de la captura
con un capilar y se secuencian. Por otra parte, el segundo método basado en secuenciacién de
proxima generacién se desarrolla a través de la captura de ARNm a cédigos de barras en un
microarray (Figura 5C). Este enfoque se basa principalmente en la adicidn de un cddigo de barras
espacial antes de la preparacion de la biblioteca de secuenciacién. El cédigo de barras de cada
lectura se utiliza para mapear la posicidén espacial de cada transcrito en el tejido, mientras que
el resto de la secuencia de lectura se asigna al genoma para identificar el transcrito de origen,
generando una matriz de expresion génica. Asi, el tejido a analizar se coloca sobre un array en
el cual el ARNm liberado es captado localmente por sondas codificadas espacialmente,

convertido a ADNc y secuenciado (Rao et al., 2021; Williams et al., 2022).

Los métodos basados en imagenes presentan ciertas limitaciones técnicas, ya que requieren el
empleo de numerosas horas para su puesta a punto y para la toma de imagenes en el
microscopio, generando una gran cantidad de datos. En los métodos de HIS Unicamente se
introducen tejidos de muy pequefio tamafio (~1mm?) y aunque pueden determinar casi todos
los transcritos diana en una muestra, cuantos mas genes se perfilen, mas rondas de hibridacion
se requieren y mayor es el riesgo de cometer errores potenciales. Por otra parte, la ARC de los
métodos SIS es ineficaz y los transcritos no amplificados no se contabilizan, lo que indica que la
eficiencia de captura es inferior a los métodos basados en secuenciacion. Por su parte, los
métodos en microarrays presentan ciertas ventajas en comparacion con los métodos HIS y SIS.
Estas técnicas permiten utilizar secciones de tejido de mayor tamafio (13 mm?) y, ademas,
mediante el uso de la secuenciacion de proxima generacion en vez del microscopio se eliminan
los flujos de trabajo de procesamiento de imagenes. Asimismo, dado que son inespecificos, es
posible perfilar el transcriptoma entero para cualquier organismo que use el ARNm
poliadenilado. Los métodos basados en microdiseccion estan limitados a la posible degradacion
del ARNm cuando se utiliza el laser y a la necesidad de procesamiento de multiples muestras

para la secuenciacion (Rao et al., 2021; Williams et al., 2022). Por el contrario, en los métodos
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basados en microarrays los diferentes dominios del tejido se procesan en la misma reaccién, lo
que elimina la variabilidad técnica entre muestras (Stahl et al., 2016). Dado el nimero de

ventajas expuestas de los métodos basados en secuenciacidn, y en particular, de los métodos

basados en microarrays, esta técnica serd la utilizada para el desarrollo del presente estudio.
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Figura 5. Tecnologias para el estudio de la transcriptomica espacial. Los métodos basados en imagenes de
hibridacién in situ (HIS) detectan las secuencias diana mediante la hibridacion de sondas fluorescentes
complementarias que se visualizan en el microscopio (A). Los métodos basados en imagenes de secuenciacion in situ
(SIS) las secuencias se detectan mediante la lectura directa en el microscopio de la seccidn de tejido utilizando sondas
cortas y marcadas (B). En ambos métodos basados por imagenes es necesario realizar varias rondas de repeticion del
protocolo para determinar el cddigo de barras de fluoréforo que identifique cada gen (HIS) o la secuencia completa
del ARNm (SIS). Los basados en microarrays localizan espacialmente a los transcritos con cddigos de barras que
posteriormente son secuenciados (C). Por ultimo, las células o regiones de interés se pueden microdiseccionar
directamente y registrar sus ubicaciones antes de que sus transcriptomas se sometan a secuenciacién de préxima
generacion (D). Figura adaptada de Williams et al., 2022. HIS: Hibridacion in situ; SIS: Secuenciacion in situ.

5.1.Aplicaciones de la transcriptomica espacial en EM

El uso de la transcriptdmica espacial ha permitido elucidar amplios patrones de expresion génica
en diferentes aspectos de la neurociencia, como en procesos de diferenciacién tisular,
mecanismos de enfermedad localizados espacialmente y tipos celulares especificos que

desencadenan enfermedades de afectacion neuroldgica (Zhang et al., 2022).

A un nivel mas amplio, la transcriptémica espacial puede utilizarse para caracterizar el patrény

regulacién transcripcional en tejido. Por ejemplo, en el desarrollo de atlas que permiten conocer
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la division espacial del cerebro de mamifero, asi como en el estudio de los procesos subyacentes
al desarrollo del sistema nervioso central, a través de la definicion de los mecanismos que
regulan la diferenciacién celular (Ortiz et al., 2021). A un nivel mas preciso, la transcriptémica
puede revelar caracteristicas locales que contribuyen a las enfermedades (Williams et al., 2022).
Por ejemplo, en enfermedades neurodegenerativas, Chen et al. emplearon la transcriptémica
espacial en un modelo murino de la enfermedad de Alzheimer para el estudio de conjuntos

genéticos expresados en la proximidad de las placas amiloides.

Sus resultados revelaron cambios transcripcionales en genes relacionados con el complemento,
endocitosis, degradacion lisosomal e inflamacidon en la vecindad de las placas amiloides,

sugiriendo nuevos posibles mecanismos de la enfermedad (Chen et al., 2020).

Los métodos basados en microarrays también han sido una técnica empleada para el estudio de
la EM, normalmente combinada con la secuenciacion de ARN en célula Unica. Particularmente,
Kaufmann et al. inspeccionaron secciones de tejido de cerebros corticales de pacientes con
EMSP y controles con el objetivo de determinar los componentes de la EM progresiva en el
contexto de la neurodegeneracion, identificar las interacciones ligando-receptor de esos
componentes y priorizar los receptores enriquecidos en el SNC como nuevas dianas
farmacoldgicas. Los autores concluyeron que, al inicio de la enfermedad, las dreas donde ocurria
un déficit de crecimiento neuronal o neurodegeneracidon estaban asociadas con un perfil
inflamatorio. Ademas, seleccionaron una lista de principales dianas farmacolégicas que poseian
un papel patogénico en la EM progresiva, en las que se incluian receptores enriquecidos en el
SNC que ya estan en fase de desarrollo de farmacos para uso humano (Kaufmann et al., 2022).
Por otra parte, Lerma-Martin et al. (en proceso de publicacidn) utilizaron la transcriptémica
espacial para el estudio de las lesiones en SB subcorticales procedentes de muestras de EM y las
compararon con controles con el fin de crear un mapa de gran area de expresion génica de las

distintas fases de la lesidon inflamatoria en la EM.

La informacidn aportada por el conjunto de datos de transcriptémica espacial, complementada
con las de secuenciacidon de ARN de nucleo Unico (se aislan nucleos en lugar de células enteras)
permitio a los autores, mediante la identificacidn de tipos celulares especificos promotores de
la patologia, esclarecer el complejo ambiente tisular subyacente a la progresidn de las lesiones
de EM en el tiempo, asi como la localizacién de estos tipos celulares en el tejido cerebral (Lerma-
Martin et al., 2022).

Se ha expuesto la relevancia de la afectacién cortical en pacientes con EM en la progresion de la
enfermedad, y su relacién con los deterioros cognitivos y discapacidad. No obstante, hasta la
fecha, no se ha encontrado ningun estudio que investigue el perfil transcriptémico de lesiones
corticales de pacientes con EM y que considere todos los fenotipos clinicos de la enfermedad.
Por lo tanto, este trabajo se centra en el estudio histoldgico y transcriptdmico de las lesiones
corticales de pacientes con EM mediante el uso de la transcriptomica espacial basada en

microarrays.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En enfermedades como la EM, el estudio del tejido es substancial para elucidar el complejo
ambiente celular que se encuentra detras de las lesiones desmielinizantes. La hipdtesis de este
trabajo es que las diferencias observadas en las lesiones corticales de pacientes con EM a nivel
histolégico se observaron también a nivel transcriptdmico y nos puede proporcionar

informacidn acerca de la compleja red de expresidn génica involucrada en la enfermedad.
Se pretende confirmar la hipdtesis planteada a través de los siguientes objetivos:

1. Localizacion y caracterizacién de las lesiones de corteza en tejido cerebral post mortem
de pacientes con EM.
2. Estudio de la transcriptdmica espacial en lesiones de corteza de pacientes con EM.
a. Puesta a punto del protocolo de optimizacién de tejido y expresidon génica
(Visium).

b. Analisis de la expresion génica espacial.
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Il MATERIALES Y METODOS
1. Muestras de tejido humano post mortem

Se examinaron 8 bloques de tejido fresco congelado obtenidos de 3 pacientes con EM (EMRR: n
=2; EMPP: n = 2; EMSP: n = 2) y 2 controles (n = 2). Todos los tejidos utilizados en este trabajo
fueron proporcionados por el Banco de Tejidos de la Sociedad Britanica de Esclerosis Mdltiple.
Todos los procedimientos utilizados por el banco de tejidos en la obtencién, almacenamiento y
distribucidon de tejidos, asi como el proyecto en el que se enmarca este estudio fueron
aprobados por el Comité Etico Multicéntrico de Investigacién (18/WA/0238) y el Comité de Etica
de la Investigacion con Medicamentos (CEIM) del Hospital Universitario y Politécnico La Fe
(2022-151-1). Las caracteristicas de todos los donantes de tejido se resumen en la Tabla 1. El
numero de integridad de ARN se utilizé como criterio de seleccion de muestras, y sdlo las

muestras con un valor 27 se incluyeron en la cohorte de estudio.

Tabla 1. Informacién clinica y patoldgica de los donantes de las muestras de tejido cerebral.

Caso Edad Sexo Diagndstico RIN Tipode Duraciénde Causa de muerte
lesion laEM
C048 68 M - 7.50 - - Cancer de colon
metastdsico
C064 63 F - 7.70 - - Desconocido
MS403 54 F EMSP 8.80 LA/CN 26 afos Fase terminal EM
(A3A2/A3A5)
MS341 52 F EMRR 7.20 LCI/LCI 22 aios Neumonia, EM
(A2B5/A4B4)
MS517 48 F EMPP 7.90 LCI/LCI 25 anos Sepsis
(A1A2/A3C4)

*EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva; EMRR: Esclerosis multiple remitente-recurrente; EMPP: Esclerosis

multiple primaria progresiva; LA: lesion activa; CN: cortex normal; LCI: lesion crénica inactiva.

2. Inmunohistoquimica

Los bloques de tejido fresco congelado se incluyeron en el compuesto OCT (del inglés optimal
tissue compound) (4583, Osaka, Japon) y se cortaron en secciones de 10 um de grosor utilizando
un criostato Leica CM1905 (Leica biosystems, Wetzlar, Alemania), se colocaron en portaobjetos
de adhesion Epredia™ Superfrost Plus (Fisher Scientific, Massachusetts, USA) y se almacenaron
a -20 oC. La evaluacién histopatoldgica se realizé mediante la tincion de las secciones de tejido
con hematoxilina-eosina e inmunohistoquimicas para CD68 como marcador de
macréfagos/microglia y la proteina proteolipidica (PLP) como marcador de mielina. Se analizé la
presencia de linfocitos T y/o B mediante inmunohistoquimicas para CD3 y CD20,
respectivamente.

Para lainmunohistoquimica de CD68, PLP, CD3 y CD20 se utilizaron los anticuerpos indicados en

la Tabla 2, y para su desarrollo se siguieron los pasos de fijacion, desenmascaramiento 1h en
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EDTA a pH 9, bloqueo 1h en NGS 10% e incubacidn con el anticuerpo primario overnight a 4°C.
Al dia siguiente, se prosiguid con la incubacidon con el anticuerpo secundario durante 1h,
incubacién con estreptavidina 1 h, revelado con 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (SK-4105, Vector
Laboratories, California, EEUU), deshidratacion en alcoholes de concentracion creciente y
montaje permanente con EUKITT (15320, Electron Microscopy Sciences, Pennsylvania, EEUU).

En el Anexo 1 se detallan los protocolos de la hematoxilina-eosina y de las inmunohistoquimicas.

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

# Antigeno  Dilucion Animal Tipo de Diana Fuente Referencia
anticuerpo
1 PLP 1:500 Raton Monoclonal Mielina Biorad MCA839G
2 CD68 1:100 Raton Monoclonal Microglia y Agilent M087601-2
macrofagos
CD20 1:250 Raton Monoclonal Linfocitos B Invitrogen MA5-13141
CD3 1:100 Conejo Monoclonal Linfocitos T Dako A0452
IgG de 1:400 Cabra Secundario  1gG de ratén Vector BA9200
raton biotinilado
6 IgG de 1:200 Cabra Secundario IgG de Vector BA1000
conejo biotinilado conejo

*PLP: proteina proteolipidica; IgG: inmunoglobulina G; PG-M1: fosfoglucomutasa-1.

Las imagenes a campo claro de las tinciones con hematoxilina-eosina y las inmunohistoquimicas
para PLP, CD68 y CD3 se obtuvieron mediante el uso del microscopio Nikon Eclipse Ci (Nikon,
Minato, Tokio, Japdn) y la cdmara Nikon DS-Ri2 (Nikon). Las imagenes se tomaron con aumentos
de 4x, 10x y 40x y se exportaron como archivos TIFF. El procesamiento de imagenes de los datos

histoldgicos se realizé empleando el software Imagel (v1.54d 30) (Schneider et al., 2012).

3. Evaluacion histopatoldgica y caracterizacion del tipo de lesion

En este estudio Unicamente se seleccionaron lesiones en sustancia gris. Las lesiones se
localizaron sobre las tinciones de mielina con el anticuerpo PLP, identificAndolas como areas con
una acentuada pérdida de mielina. Ademas, las lesiones se clasificaron en lesiones de tipo activo,
crénico activo y crénico inactivo mediante el marcaje de macréfagos/microglia con anti-CD68
segln los protocolos y criterios establecidos previamente (Kuhlmann et al., 2017). Asimismo, se
realizaron inmunohistoquimicas anti-CD3 y anti-CD20 para la deteccidon de linfocitos T vy
linfocitos B, respectivamente, con el objetivo de caracterizar de forma mas extensa los tipos
celulares presentes en las lesiones corticales e identificar la presencia de foliculos meningeos.
Del mismo modo, se clasificaron las lesiones corticales en funcidn de su localizacién en las capas
de material gris cortical; lesiones de tipo I, Il, lll o IV segln los criterios establecidos
anteriormente (Bg et al., 2003). No se establecié ninguna distincién entre lesiones de EM

desmielinizantes activas tempranas o tardias.
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4. Flujo de trabajo de transcriptomica espacial: Optimizacion del tejido

4.1.Permeabilizacidon y sintesis de ADNc

Para el desarrollo de este protocolo Unicamente se considerd el bloque de tejido del control
C048. El bloque de tejido fresco congelado se incluyd en OCT, se cortd en secciones de 10 um
de grosor utilizando un criostato Leica CM1905 a -20 °C y los cortes se colocaron sobre el
portaobjetos especifico para la optimizacion de tejidos espacial Visium (3000394, 10x Genomics,
California, USA). Cada portaobjetos estd formado por ocho dreas de captura de 8x8 mm
rodeadas por un marco grabado (Figura 6). Cada una de estas areas de captura estd cubierta por
oligonucledtidos para la captura del ARNm, formada por secuencias poly(T) que permiten la
produccién de ADNc a partir de ARNm poliadenilado. Siete de esas ocho areas de capturas se
utilizaron para tejidos y una se utilizé para un control positivo de ARN. Una vez cortados y
adheridos al portaobjetos, los cortes de tejido se almacenaron a -20 9C. Posteriormente, los
cortes se fijaron y tifieron con hematoxilina-eosina siguiendo el procedimiento descrito en el
Anexo 1. A continuacién, se tomaron imdgenes en campo claro del portaobjetos completo
utilizando un microscopio confocal Zeiss Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen, Alemania) a 10x y
con una exposicién de 14 ms. Tras la captura de las imagenes, se procedié a la permeabilizacidn
del tejido a diferentes tiempos (30°, 24’, 18’, 12’, 6’ y 3’) afiadiendo 70 pL de enzima de
permeabilizacion (2000214, 10x Genomics), previamente resuspendida en 1,2 mL de acido
clorhidrico (HCI) (0,1 N) (SA54-1, Fisher Chemical) y atemperada 37 2C durante 15 minutos. No
se afiadié enzima de permeabilizacion ni en el pocillo del control positivo (ARN universal de
referencia de ratén (QS0640, Thermo Fisher Scientific)) (A1) ni en el del control negativo (D2).
Una vez se completd el curso de permeabilizacidn, se descartaron los reactivos de todos los
pocillos excepto del control positivo (A1) y se afiadieron 100uL de 0,1X de solucién de citrato de
sodio (SSC) (S66391L, Millipore Sigma, San Luis, USA) a todos los pocillos excepto al pocillo Al.
Se prosiguio con la preparacién de la Master Mix fluorescente para la retrotranscripcion (RT) en
la que se afiadieron 221,8 plL de agua libre de nucleasas (AM9937, Thermo Fisher Scientific), 110
pL de reactivo de RT C (2000215, 10X Genomics), 30,8 uL de Template Switch Oligo (3000228,
10x Genomics), 8,8 uL del Agente Reductor B (2000087, 10x Genomics) y 68,6 uL de la Enzima
de RT D (2000216, 10x Genomics) en el orden mencionado. Una vez preparado, se eliminaron
los 100 uL de 0,1XSSC de cada pocillo y se afiadieron 50 uL de la Master Mix fluorescente para
la RT en cada pocillo. Se sellé el casete, se colocd en el adaptador del termociclador pre-
equilibrado a 53 2Cy a continuacion se inicio el protocolo de sintesis de ADNc: 53 2C durante 45
minutos, 42C hold (tapa a 53 2C).

4.1.Retirada del tejido

Seguidamente, se preparé la mezcla para la eliminacién del tejido, compuesta por 539 L del
buffer de eliminacion de tejido y 77 uL de la enzima de eliminacion del tejido en el orden

mencionado y a temperatura ambiente. Una vez terminado el protocolo de sintesis de ADNc, se
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descarté la Master Mix fluorescente para la RT de todos los pocillos y se realizé un lavado con
100 pL de 0,1X SSC.
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Figura 6. Protocolo de optimizacion del tejido de Visium. Los portaobjetos especificos para la optimizacién de tejido
espacial Visium presentaron 8 areas de captura de 8x8mm con secuencias poly(T) para la captura del ARNm. Una vez
cortado el tejido en secciones de 10 um, se adhirieron al portaobjetos y se procedié con la fijacién y tincién con
hematoxilina-eosina de estas secciones. Se tomaron imagenes a campo claro del portaobjetos completo y se continud
con la permeabilizacidn a los tiempos indicados, lo que produjo la liberacion del ARNm del tejido. Después, se incubd
el portaobjetos con nucledtidos fluorescentes produciéndose la sintesis de ADNc. Por Ultimo, el tejido se elimind
enzimaticamente, dejando ADNc marcado con fluorescencia que puede visualizarse mediante microscopia de
fluorescencia para seleccionar el tiempo 6ptimo de permeabilizacion. Figura creada con BioRender.com. MetOH:
metanol; H&E: hematoxilina-eosina; ARNm: ARN mensajero; ADNc: ADN complementario.

Después, se afiadieron 70 pL de la mezcla de eliminacion del tejido, se sell6 el casete, se colocd
en el adaptador del termociclador atemperado a 56 2Cy se inicio el protocolo de eliminacién de
tejido: 56 2C durante 60 minutos, hold a 22 2C hasta 24 minutos y la tapa a 562C. Una vez
completado el protocolo, se realizaron una serie de lavados: 0,2X SSC-0.1% dodecilsulfato de
sodio (SDS) (71736, Millipore Sigma) precalentado a 509C durante al menos media hora, 0,2X
SSCy, en tercer lugar, 0,1X SSC. En ultimo lugar, se centrifugd el portaobjetos en una centrifuga

de cubeta oscilante a 250 rcf durante 30 segundos y se procedidé a la toma de imagenes de
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fluorescencia de portaobjetos completo utilizando en el microscopio Zeiss Axiovert 200M y la

siguiente configuracion: filtro de Rhodamina, 440 ms de exposicién y 100% de potencia de led.

El flujo de trabajo de optimizacién del tejido de Visium permitié identificar el tiempo 6ptimo de
permeabilizacion del tejido para su uso en el flujo de trabajo de la expresion génica espacial de
Visium. La visualizacién de las imagenes de las secciones de tejido tefiidas con hematoxilina-
eosina permitié establecer la ubicacidn correcta de las secciones en las dreas de captura y
facilitar su posterior comparacion con las imagenes de fluorescencia. Para la eleccién del tiempo
Optimo de permeabilizacion se compararon las imagenes tomadas con el microscopio de
fluorescencia de las secciones incubadas a diferentes tiempos de permeabilizacién. El tiempo de
permeabilizacién que produce la maxima sefial de fluorescencia con la menor difusion es el que
se considera dptimo, y si la sefial es la misma en dos puntos temporales, se elige el tiempo de

permeabilizacién mas largo.

5. Flujo de trabajo de transcriptomica espacial: Expresion génica

5.1.Permeabilizacidn y transcripcion reversa

Los ocho bloques de tejido cerebral con la regién de interés de pacientes y controles fueron
cortados en secciones de 10 um de grosor utilizando un criostato Leica CM1905 a -20 2C y se
adhirieron a dos portaobjetos especificos para la expresion génica espacial Visium (4 rxns, 10x
Genomics) en la ubicacidon que se muestra en la Figura 7. Cada portaobjetos (chip) estaba
formado por 4 dreas de captura de tamafio 6,5 x 6,5 mm? definidos por un marco grabado. Cada
area de captura presentaba alrededor de 5000 puntos de expresion génica, y cada punto incluia:
alrededor de millones sondas compuestos por un primer de secuenciacion de lectura parcial 1,
un codigo de barras espacial de 16 nucleétidos (todas las secuencias en un punto especifico
comparten el mismo cédigo de barras espacial), un identificador molecular Unico de 12
nucleétidos y una secuencia poly(dT) de 30 nucledtidos. Tras la adherencia de las secciones de
tejido a ambos portaobjetos se almacenaron a -802C hasta su procesamiento. Siguiendo el
protocolo previamente mencionado, se continud con la fijacién, tincion con hematoxilina y
eosina y toma de imagenes de cada area de captura y a campo claro en el microscopio invertido
Leica DMi8 M. Posteriormente, se procedié con la permeabilizacion del tejido, se introdujeron
ambos portaobjetos en casetes especificos y se afiadieron 70 uL de enzima de permeabilizacion,
previamente resuspendida en 1,2 mL de HCI (0.1 N) y equilibrada a 37 2C durante 15 minutos a
todas las areas de captura. Se cerrd el casete, se sellé con un precinto y se colocé en el adaptador
del termociclador pre-equilibrado a 37 9C. A continuacién, se inici6 el protocolo de
permeabilizacién a 37 2C durante 24 minutos con la tapa del termociclador programada a la
misma temperatura. Se prosiguid con la preparacion de la Master Mix para la retrotranscripcion
(RT) en la que se afiadieron: 333 pL de agua libre de nucleasas, 165 pL de reactivo de RT
(2000086, 10X Genomics), 45,94 uL de Template Switch Oligo, 13,20 uL del Agente Reductor By
102,87 pL de la Enzima de RT D (2000216, 10x Genomics) en el orden mencionado. Una vez se

completé el curso de permeabilizacion, se descartaron los reactivos de todos los pocillos y se
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lavaron afiadieron 100uL de 0,1X de soluciéon de citrato de sodio (SSC) a todos los pocillos. Se
afiadieron 75 uL de la Master Mix para la RT en cada pocillo. Se sell6 el casete, se colocd en el
adaptador del termociclador pre-equilibrado a 53 2C y posteriormente se inicid el protocolo de

retrotranscripcion: 53 2C durante 45 minutos, 42C hold (tapa a 53 2C).
5.2.Sintesis de la segunda hebra y desnaturalizacion

Una vez terminado el protocolo de retrotranscripcion, se elimind la Master Mix para la RT de
todos los pocillos y se afiadieron 75 pL de KOH 0,08M diluido del stock en agua libre de
nucleasas. Los portaobjetos se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
elimind el volumen de KOH de todos los pocillos para después hacer un lavado con 100 plL de
buffer de elucion (19086, Qiagen, Hilden, Germany). Se prepard la mezcla para la sintesis de la
segunda hebra en hielo: 611,6 uL del reactivo de segunda hebra (2000219, 10x Genomics), 35,2
uL del primer de segunda hebra (2000217, 10x Genomics) y 13,2 uL de la enzima de segunda
hembra (2000217, 10x Genomics). A continuacidn, se afiadieron 75 pL de la mezcla de segunda
hebra a cada pocillo. Se sell6 el casete, se colocé en el adaptador del termociclador pre-
equilibrado a 65 2C y posteriormente se inicié el protocolo de la sintesis de la segunda hebra:
652C durante 15 minutos, 42C hold (tapa a 65 2C). Al final de la incubacion, se eliminaron los
reactivos de los pocillos y se realizé un lavado con 100 pL de buffer de elucion. Después, se
afiadieron 35 pL de KOH 0,08M y se incubaron durante 10 minutos. En una tira de tubos
MicroAmp de 0,2 mL (N8010580, Thermo Fisher Scientific) se introdujeron 5 pL de Tris 1M, pH
7.0, libre de ARNsas (AM9850G, Thermo Fisher Scientific). Se transfirieron 35 plL de cada pocillo
a cada tubo de la tira de 8 tubos. Se realizé un vortex a la tira de tubos y una breve centrifuga y

se mantuvo en hielo.
5.3.Amplificacién de ADNc y control de calidad

La determinacion del niumero de ciclos necesarios para programar la amplificacion de ADNc se
llevé a cabo utilizando una PCR cuantitativa (qPCR) (Ver detalle en el Anexo 2; Tabla 5). Para ello,
se prepard en primer lugar la mezcla de gPCR: 34,82 uL de agua libre de nucleasas, 49,5 plL de
KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix, 3 plL de primers de ADNc y 1,78 uL de ROX. A continuacion,
se afiadieron 9 L de la mezcla de qPCR a cada pocillo de la placa MicroAmp™ de 96 pocillos
(N80105560, Applied Biosystems, Massachusetts, USA) hasta un total de 18 pocillos (duplicados
de las 8 muestras y 1 duplicado del control negativo). Se transfirié 1 UL de muestra presente en
la tira de 8 tubos a los pocillos de placa por duplicado (A1-A8 y B1-B8) y 1 pL de agua libre de
nucleasas para los pocillos del control negativo (A9 y B9), se mezcld con el resto de los reactivos
y se centrifugd la placa. Se selld la placa y se introdujo en el sistema de gPCR ViiA 7 (Thermo
Fisher Scientific) con las siguientes propiedades de experimentacién: Cr Comparativo (AA Cr) y
modo rapido y el siguiente protocolo: 982C durante 3 minutos, seguidos de 25 ciclos de 982C
durante 5 segundos y 632C durante 30 segundos. La temperatura de la tapa se programo para
un volumen de 10 pL y una temperatura de 1052C. Al finalizar la incubacidn se anotaron los
valores de Cq obtenidos para un valor umbral del 25% y se procedid a la preparacién de la mezcla

de amplificacién de ADNc con 440 uL de mezcla de amplificacion y 132 uL de primers de ADNc.
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Se afiadieron 65 L de la mezcla de amplificacién de ADNc a los 35 pL de muestra restantes, se
mezclaron y centrifugaron y se incubaron en el termociclador con el siguiente protocolo: 982C
durante 3 minutos, seguido del nimero de ciclos determinados para cada muestra (Ver detalle
en el Anexo 2; Tabla 5) a 989C durante 15 segundos, 632C durante 20 segundos, 722C durante 1
minuto y por ultimo 722C durante 1 minuto y 49C hold (tapa a 1059C).

Una vez terminada la incubacidn, se continud con una limpieza de los fragmentos presentes en
el ADNc. Se resuspendid el reactivo SPRIselect (B23318, Beckman Coulter, Brea, California,
EEUU) y se afiadieron 60 plL del mismo a 100 puL de muestra. El reactivo se homogeneizd con la
muestra y se incubaron durante 5 minutos. Al terminar la incubacién, la tira de tubos se colocé
en un adaptador magnético en posicidn high hasta que la solucién clared y se observé un pellet
de color marrén en el lado del iman. Se retird el sobrenadante y se afiadieron 200 pL de etanol
al 80% preparado en fresco, se incubd 30 segundos y se elimind el etanol de la tira de tubos. Se
repitié este proceso hasta un total de 2 lavados. Posteriormente, se centrifugé la tira de tubos y
se volvid a ubicar en el adaptador magnético en posicién high para la eliminacidn de los restos
de etanol. Se dejd secar al aire durante un maximo de 2 minutos y ya fuera del adaptador
magnético, se afiadieron 40,5 uL de buffer de elucion (19086, Qiagen), se mezcld con la muestra
y se incubd durante 2 minutos. La tira de tubos se colocé de nuevo en el adaptador magnético
en posicion high hasta que la solucién clared y se transfirieron 40 pL de muestra a una nueva
tira de tubos MicroAmp 0,2 mL. Se guardé a -202C hasta que se procedid con el siguiente paso.

Para llevar a cabo un control de calidad de ADNc y cuantificarlo, 1 yuL de la muestra fue
procesada en el Bioanalizador Agilent de alta sensibilidad (Ver detalle en el Anexo 2; Tabla 5).

5.4.Construccidn de la libreria para la expresién génica espacial

El primer paso para la construccion de la libreria se basé en la preparacion de la mezcla de
fragmentacion: 44 ulL del buffer de fragmentacion y 88 plL de la enzima de fragmentacion. A
continuacién, del volumen total de muestra, Unicamente se transfirieron 10 pL de la muestra de
ADNCc purificada del paso anterior a una nueva tira de tubos MicroAmp de 0,2 mL, ya que con el
25% del total de ADNc es suficiente para generar una libreria de expresion génica espacial. En
esta nueva tira de tubos, ademas se afiadieron 25 plL de buffer de elucidn y 15 pL de la mezcla
de fragmentacién a cada muestra. La tira de tubos se colocé en el adaptador del termociclador
pre-equilibrado a 4 2C y se inicid el protocolo de fragmentacion, reparacion de los fragmentos
finales y A-tailing: 322C durante 5 minutos, 652C durante 30 minutos y 42C hold (tapa 1052C).
Para continuar con la seleccion de fragmentos de tamafio deseado, se resuspendié el reactivo
SPRIselect y se anadieron 30 pL del mismo a 100 pL de muestra. El reactivo se homogeneizd con
la muestray se incubaron durante 5 minutos. Al terminar la incubacidn, la tira de tubos se colocé
en un adaptador magnético en posicidn high hasta que la solucién clared y se observd un pellet
de color marrén en el lado del iman. Se retiraron 75 plL del sobrenadante a otra tira de tubos
MicroAmp de 0,2 mL y en esta tira se afiadieron 10 uL del reactivo SPRIselect previamente
resuspendido. Se volvieron a homogeneizar y se incubaron durante 5 minutos. La tira de tubos

se colocé en un adaptador magnético en posicién high hasta que la solucidn clared y se observd
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un pellet de color marrén en el lado del iman. Se descartaron 80 puL de sobrenadante sin eliminar
el pellet y se afiadieron 125 plL de etanol al 80% preparado en fresco, se incubd 30 segundos y
se elimind el etanol de la tira de tubos. Se repitié este proceso hasta un total de 2 lavados.
Posteriormente, se centrifugd la tira de tubos y se volvié a ubicar en el adaptador magnético en
posicidon high para la eliminacion de los restos de etanol. Se dejé secar al aire durante un maximo
de 2 minutos y ya fuera del adaptador magnético, se afiadieron 50,5 plL de buffer de elucién
(19086, Qiagen), se mezclé con la muestra y se incubd durante 2 minutos. La tira de tubos se
colocé de nuevo en el adaptador magnético en posicién high hasta que la solucién clared y se

transfirieron 50 puL de muestra a una nueva de tubos MicroAmp 0,2 mL.

En el siguiente paso se realizo la adaptacidn de ligadores. En primer lugar, se preparé la mezcla
de ligacién de adaptadores: 176 plL de buffer de ligacién, 88 uL de la ligasa de ADNy 176 uL de
oligos adaptadores. Después, se afiadieron 50 pL de esta mezcla a los 50 pL de la muestra, se
mezclaron y centrifugaron. Se trasladd la tira de tubos al adaptador del termociclador y se inicié
el protocolo de ligacion de adaptadores: 202C durante 15 minutos y 42C hold con la tapa abierta.

Seguidamente, se procedié a la limpieza de fragmentos post-ligacién que se realizé de la misma
manera que en el paso 5.3 pero afiadiendo 80 uL del reactivo SPRIselect a los 100 pyL de muestra
y en los ultimos pasos afiadiendo 30,5 uL de buffer de elucién (19086, Qiagen) y transfiriendo

30 pL de muestra a una nueva de tubos MicroAmp de 0.2 mL.

El siguiente paso se basd en la introduccidn de los indices i5 e i7 necesarios para la posterior
secuenciacion. Para ello, se empled una placa indice doble TT Set A (3000431, 10x Genomics) de
96 pocillos en el que en cada uno de ellos contine una mezcla de indices i5 e i7 Unicos (Ver detalle
en el Anexo 2). Se afadieron 50 puL de la mezcla Amp a cada tubo con 30 uL de muestra y
después, de la placa mencionada se seleccionaron 8 pocillos (B1-B8) del que se extrajeron 20 uL
de cada pocillo al tubo con la mezcla del Amp y la muestra. Se homogeneizaron todos los
reactivos con la muestra, se centrifugaron y se trasladaron al adaptador del termociclador y se
inicid el protocolo de PCR de indexacion de muestras: 982C durante 45 segundos, seguido del
numero de ciclos determinado para cada muestra (Ver detalle en el Anexo 2; Tabla 5) a 982C
durante 20 segundos, 672C durante 30 segundos, 722C durante 20 segundos y por ultimo 722C
durante 1 minuto y 42C hold (tapa a 105 2C).

Los ultimos pasos hacen referencia a procesos de selecciéon de fragmentos de tamafio deseado.
Se resuspendié el reactivo SPRIselect y se afiadieron 60 pL del mismo a 100 uL de muestra. El
reactivo se homogeneizd con la muestra y se incubaron durante 5 minutos. Al terminar la
incubaciodn, la tira de tubos se colocé en un adaptador magnético en posicidn high hasta que la
solucidn clared y se observd un pellet de color marrén en el lado del iman. Se retiraron 150 pL
del sobrenadante a otra tira de tubos MicroAmp de 0,2 mLy en esta tira se afiadieron 20 uL del
reactivo SPRIselect previamente resuspendido. Se volvieron a homogeneizar y se incubaron

durante 5 minutos. La tira de tubos se colocé en un adaptador magnético en posicién high hasta
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que la solucidn clared y se observé un pellet de color marrén en el lado del imdan. Se descartaron
165 plL de sobrenadante sin eliminar el pellet y se afiadieron 200 uL de etanol al 80% preparado
en fresco, se incubd 30 segundos y se elimind el etanol de la tira de tubos. Se repitid este proceso
hasta un total de 2 lavados. Posteriormente, se centrifugd la tira de tubos y se volvié a ubicar en
el adaptador magnético en posiciéon high para la eliminacién de los restos de etanol. Se dejo
secar al aire durante un maximo de 2 minutos y ya fuera del adaptador magnético, se afiadieron
35,5 pL de buffer de eluciéon, se mezcld con la muestra y se incubd durante 2 minutos. La tira de
tubos se colocd de nuevo en el adaptador magnético en posicidon high hasta que la solucién

clared y se transfirieron 35 pL de muestra a una nueva de tubos MicroAmp 0,2 mL.

Para llevar a cabo un control de calidad posterior a la construccién de la libreria, 1 uL de la
muestra fue procesada en el Bioanalizador Agilent de alta sensibilidad (Ver detalle en el Anexo
2; Tabla 6). Las ocho bibliotecas se secuenciaron en la plataforma Illumina NovaSeq 6000
(Hlumina) con una celda de flujo S2 en la unidad de secuenciacién del Centro Nacional de Analisis
Gendmico (CNAG). El nimero de ciclos de lectura se fijé en 100 ciclos (Kit [llumina V1.5) y el
numero objetivo de lecturas en 200 millones de reads.

6. Analisis de datos de transcriptomica espacial

El demultiplexado de los datos de secuenciacion se llevd en el servicio de secuenciacion, creando
archivos FASTQ. A continuacidn, estos archivos fueron analizados por el Servicio de estadistica
y andlisis de datos dmicos de la Universidad de Valencia (UV) utilizando el software Space Ranger
(10x Genomics v2.0.1) para realizar la alineacién con el genoma humano de referencia (GRCh38),
la deteccion de tejidos y del marco grabado y el recuento de cédigos de barras/UMI. Los analisis
posteriores del conjunto de datos de transcriptdmica espacial se llevaron a cabo mediante el
empleo del software Loupe Browser (10x Genomics v6.4.1). La seleccion de marcadores
candidatos para la caracterizacion de los gréaficos de expresion génica generados por el software

Loupe Browser se realiz6 mediante una revisidn bibliografica.
6.1.Analisis de expresion génica diferencial en la lesion activa

Debido a que centro de la lesion activa (LA) fue la zona en la que se encontré una mayor
diversidad celular, se propuso el estudio de la expresion génica de esta region de tejido en mayor
profundidad. Para ello, a través del software Loupe Browser se seleccionaron los spots
correspondientes a la zona que previamente habia mostrado los mayores niveles de expresion
de los marcadores genéticos ya estudiados y se cred un clister denominado “Centro activo”
(CA). Unavez creados estos clusteres, se llevo a cabo el analisis de la expresion génica diferencial
a través del empleo del mismo software. Se seleccionaron los 20 principales genes mas
sobreexpresados en el centro activo de la lesién activa en comparacién con el tejido restante de
esa misma lesidn. A continuacion, utilizando la base de datos The Human Protein Atlas (Karlsson
etal., 2021), se realizé una busqueda de los principales tipos celulares que poseen una expresion

definida de los genes anotados.
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Figura 7. Protocolo de expresion génica espacial de Visium. La ubicacion de cada uno de los cortes, asi como el tipo
de lesidn seleccionada y la forma clinica del paciente correspondiente a cada corte se muestra en los portaobjetos
que se sitlan en la parte superior derecha de la figura. Se procedié con la fijacidon de las secciones en metanol a -
209C, la tincion con hematoxilina-eosina y la toma de imagenes de cada area de captura en campo claro.
Posteriormente, se realizo la permeabilizacion del tejido durante 24 minutos. Una vez el ARNm del tejido fue adherido
a las secuencias presentes en el portaobjetos, se continud con la transcripcion reversa, sintesis de segunda hebra y
desnaturalizacion. A partir de este punto, todos los pasos siguientes tuvieron lugar en tubos eppendorf. En ellos, se
efectuaron los pasos de amplificacion del ADNc formado, asi como la construccion de la libreria, obteniendo la
biblioteca compuesta por construcciones pareadas para llevar a cabo la secuenciacion de lllumina. En dltimo lugar,
se analizaron los datos extraidos de la secuenciacidn mediante el uso de determinados softwares (Space Ranger y
Loupe Browser). Figura creada con BioRender.com. UMI: identificador tinico molecular (del inglés unique molecular
identifier); MetOH: metanol; H&E: hematoxilina-eosina; LCl: lesién crénica inactiva; LA: lesion activa; LCA: lesion
cronica activa; EMRR: esclerosis multiple remitente-recurrente; EMSP: esclerosis multiple secundaria progresiva;
EMPP: esclerosis multiple primaria progresiva; BC: cédigo de barras (del inglés barcode); ARNm: ARN mensajero;

ADNc: ADN complementario.

La creacién de las figuras recogidas en la introduccién (Figuras 1, 2 y 3) y en materiales y métodos
(Figuras 6y 7) se llevé a cabo a través de la plataforma BioRender (n.d) (BioRender: The World's

Leading Life Science Visualization Platform. Recuperado de https://www.biorender.com/).
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IV. RESULTADOS

1. Caracterizacion de las lesiones por inmunohistoquimica

Se analizaron 6 bloques de tejido cerebral post mortem de 3 pacientes con EM con las tres
formas clinicas de la enfermedad y 2 bloques de tejido de 2 pacientes controles. Mediante
inmunohistoquimica anti-PLP y anti-CD68 se identificaron 5 lesiones corticales: 1 lesidén activa,
y 4 lesiones cronicas inactivas (Ver detalle en el Anexo 3).

En primer lugar, se observé una imagen del tejido completo teiiido con hematoxilina-eosina, lo
que permitié una visualizacion panoramica del corte donde estaban presentes las lesiones
(Figuras 8A, 9A, 10A, 11A y el Anexo 3). La diferencia histolégica entre los tipos celulares
existentes en SG o SB facilitd la distincién entre ambas. La presencia exclusiva de neuronas en

SG permitié determinar que todas las lesiones estudiadas se situaban en el cdrtex cerebral.

En el corte de tejido referente a la lesidn clasificada como activa (EMSP; MS403) (Figura 8) se
observé una disminucion en la tincion de la PLP por toda el area de lesion, facilitando su
localizacién y la delimitacién de sus margenes. Asi, como se observé en la figura 8B, en la parte
superior y centro de la lesién se visualizd una desmielinizacion mas avanzada dada la escasa
tincién de PLP en esas regiones, mientras que en la parte inferior de la lesidn se observé una
desmielinizacién temprana o una remielinizacidn dada la existencia de una tincién de PLP menos
escasa y una rotura de fibras menos acentuada. Las inmunohistoquimicas realizadas para la
deteccién de macréfagos y microglia CD68+ también facilitaron establecer la localizacién y
delimitacion de los margenes de la lesion dada la presencia de un nimero elevado de células
CD68+ (linea de puntos discontinua gris) (Figura 8D). El centro de lesién se caracterizé por una
marcada actividad (linea de puntos discontinua roja) observada por un incremento del tamafio
y numero de células CD68+ localizadas tanto perivascularmente como difusamente. Las células
tefiidas positivamente se indican con puntas de flecha de color negro, sefialando células CD68+
perivasculares. Los insertos muestran una mayor ampliacién de las células tefiidas

positivamente y ubicadas alrededor de dos vasos sanguineos.

Con el objetivo de desarrollar una caracterizacion mas extensa de las lesiones corticales, se
realizaron inmunohistoquimicas para la deteccidn de linfocitos T utilizando el anticuerpo anti-
CD3 (Figura 8C). En este caso, en el centro de la lesién (linea de puntos discontinua roja) se
observé una infiltracion moderada de linfocitos T CD3+ distribuidos perivascularmente pero
también difusamente en toda el drea de lesion. Las células tefiidas positivamente se indican con
puntas de flecha de color rojo para aquellos linfocitos T distribuidos difusamente por la zona de
alta actividad celular y de color negro para aquellos linfocitos T localizados perivascularmente.
Al igual que para el caso de las células CD68+, los insertos muestran una mayor ampliacién de
las células tefiidas positivamente y ubicadas alrededor de dos vasos sanguineos (Figura 8Cy 8D).
El nimero de linfocitos T CD3+ es inferior al nimero de macréfagos/microglia, como se habia

indicado anteriormente.
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Asimismo, se realizaron inmunohistoquimicas utilizando el anticuerpo anti-CD20 con el objetivo
de identificar la presencia de foliculos meningeos. Sin embargo, y dada la dificultad para localizar

estas estructuras, no se identificé ningun foliculo en las regiones de tejido estudiadas.
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Figura 8. Caracterizacion de la lesidn activa. Imagen panoramica del tejido tefiido con hematoxilina-eosina tomada
a 4x donde se indica la ubicacion de la lesidn (A) e inmunohistoquimicas de la zona de lesiéon ampliada a 10x de PLP
(mielina) (B), CD3 (linfocitos T) (C) y CD68 (macroéfagos y microglia) (D). En las imagenes inferiores se indica con una
linea de puntos gris el area completa de la lesidén y linea de puntos roja el centro activo de la lesidon. Las flechas rojas
indican infiltrados linfocitarios difusos y las flechas negras infiltrados linfocitarios y de células CD68+ perivasculares.
En los insertos se muestran los mismos vasos ampliados a 40x. La barra de escala de las imagenes panoramicas se
establecio en 1000 um y las de la zona de lesion en 500 um. H&E: Hematoxilina-eosina; PLP: Proteina proteolipidica;
CD68/3: Cluster de diferenciacion 68/3.

El resto de las lesiones estudiadas fueron clasificadas como lesiones crénicas inactivas: corte
MS341-A2B5 (Figura 9); cortes MS341-A4B4, MS517-A3C4 y MS517-A1A2 (Ver detalle en el
Anexo 3). En el centro de las lesiones se visualizd una ausencia completa de tincidn de PLP, fruto
de una desmielinizacién completa que permitid la ubicacion y delimitacion de los bordes de la
lesién (Figura 9B). Por el contrario, en el borde de lesidn aun se observé tincién de la proteina
en forma de largas fibras, pero con una menor compactacion de las fibras de mielina si se
compara con las zonas con una sefial intensa de PLP. Los dos cortes MS341 (A2B5 y A4B4) y el
corte MS517 (A3C4) presentan patrones similares de desmielinizacion. La actividad celular de
este tipo de lesiones es muy reducida ya que solo un escaso nimero de macrofagos/microglia
CD68+ y linfocitos T CD3+ activos se observaron en el drea de lesidn y la mayor parte de ellos se

encuentran alrededor de los vasos (Figura 9Cy 9D).

En lazona de lesion del corte MS517 (A1A2) (Figura 10) se examind una tincion de PLP mas tenue
que en las zonas colindantes, lo que facilité la localizacidn y la delimitacion de los limites de la

lesion (linea de puntos discontinua gris). La presencia de una densidad de mielina reducida y
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vainas de mielina finas sugirié la posibilidad de que esta lesién se tratara de una lesion crénica
inactiva remielinizada o placa de sombra (Figura 10B). Al igual que en el resto de las lesiones
cronicas inactivas, la presencia de células CD68+ fue reducida, observandose principalmente
alrededor de los vasos, pero también distribuidos difusamente (Figura 10D). En el caso de los
linfocitos T CD3+, su numero fue inferior que el de células CD68+ y se encontraron
mayoritariamente difusos en toda el drea de la lesion (Figura 10C). En la figura 10C y 10D, las
puntas de flechas sefialan los vasos sanguineos que comparten los tres cortes de la lesidn. Los
insertos muestran uno de esos vasos sanguineos, donde se observd en aumento las células

tefiidas positivamente.

Los controles mostraron patrones normales de desmielinizacién e inflamacién (Figura 11) (Ver
detalle en el Anexo 3), con una tincion inferior en la corteza en el caso de PLP dada la falta de
mielina en la SG y un nimero de macréfagos/microglia razonable al tratarse de células

residentes en SNC en este Ultimo caso.

LESION CRONICA INACTIVA EMRR (MS341)
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Figura 9. Caracterizacion de la lesién crénica inactiva. Imagen panordmica del tejido tefiido con hematoxilina-eosina
tomada a 4x donde se indica la localizacidn de la lesién (A) e inmunohistoquimicas de la zona de lesion ampliada a
10x de PLP (mielina) (B), CD3 (linfocitos T) (C) y CD68 (macrdfagos y microglia) (D). La barra de escala de las imagenes
panoramicas se establecié en 1000 um y las de la zona de lesidn en 500 um. H&E: Hematoxilina-eosina; PLP: Proteina
proteolipidica; CD68/3: Cluster de diferenciacion 68/3.

Las lesiones corticales se clasificaron en funcién de la localizacién de estas en las capas de la
materia gris cortical, como se ha descrito anteriormente. Se distinguieron 4 lesiones subpiales
pertenecientes al corte del paciente con EMSP y con lesidn activa (MS403) (Figura 8B), a los dos

cortes del paciente con EMRR y con ambas lesiones crénicas inactivas (MS341) (Figura 9B y
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Anexo 3) y al corte del paciente con EMPP y con la lesion crénica inactiva (MS517) (Anexo 3).
Las tres lesiones subpiales se clasificaron por la presencia de una desmielinizacidon que se
extendia desde la superficie hacia el interior de la corteza, pero sin alcanzar el ancho completo
de la misma. La lesidn restante se catalogd como lesidn intracortical, perteneciente al corte del
paciente con EMPP y con placa de sombra (MS517) (Figura 10B). Este tipo de lesiones se

distinguieron por ser pequeiias lesiones que se localizaron integramente en la corteza.

LESION CRONICA INACTIVA EMPP (MS517)
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Figura 10. Caracterizacion de la lesién crénica inactiva remielinizada. Imagen panordmica del tejido tefiido con
hematoxilina-eosina tomada a 4x donde se indica la localizacion de la lesidn (A) e inmunohistoquimicas de la zona de
lesién ampliada a 10x de PLP (mielina) (B), CD3 (linfocitos T) (C) y CD68 (macrdéfagos y microglia) (D). En las imagenes
posteriores se indica con una linea de puntos gris los margenes de la placa. Las flechas negras sefialan infiltrados
linfocitarios y de células CD68+ perivasculares que comparten los tres cortes. En los insertos se muestra el vaso
superior izquierdo ampliado a 40x. La barra de escala de las imdgenes panoramicas se establecié en 1000 umy las de
la zona de lesion en 500 um. H&E: Hematoxilina-eosina,; PLP: Proteina proteolipidica; CD68/3: Cluster de diferenciacion
68/3

2. Optimizacion del tiempo de permeabilizacion del tejido

Mediante la observacion y comparacion de las imagenes de fluorescencia de las secciones
permeabilizadas a diferentes tiempos, se seleccioné como tiempo dptimo de permeabilizacion
24 minutos. Este tiempo de permeabilizacion es el que generd la huella de ADNc fluorescente

mas brillante y nitida, y a su vez la menor cantidad de sefial fuera del tejido.

La seccidn incubada durante 18 minutos y la de 24 minutos presentaron sefales similares de

fluorescencia, pero como se ha mencionado, si la sefial fluorescente es comparable en dos
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puntos de tiempo, se considera dptimo el tiempo de permeabilizacion mas largo. El control
negativo no mostrd ni ninguna sefial de fluorescencia, mientras que el control positivé una sefial

intensa y clara referente al ARNm adherido al portaobjetos (Figura 12B).

CONTROL (C064)
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Figura 11. Caracterizacion del control. Imagen panoramica del tejido tefiido con hematoxilina & eosina tomada a 4x
donde se indica la localizacion de la region seleccionada (A) e inmunohistoquimicas de la zona de lesiéon ampliada a
10x de PLP (mielina) (B), CD3 (linfocitos T) (C) y CD68 (macrdfagos y microglia) (D). La barra de escala de las imagenes
panoramicas se establecié en 1000 um y las de la zona de regién de tejido seleccionada en 500 um. H&E:
Hematoxilina-eosina; PLP: Proteina proteolipidica; CD68/3: Cluster de diferenciacion 68/3

3. Resultados del software Space Ranger

El resultado tras el demultiplexado, el alineamiento y el contaje de UMIs de los datos obtenidos
de secuenciacion, realizado mediante el uso del software Space Ranger, se muestra en la Tabla
3. El término “UMIs validos” hace referencia a la fraccidn de lecturas con UMIs validas, es decir
secuencias UMIs que no contienen nucledtidos no conocidos y que no son homopolimeros. Para
todas las muestras, se obtuvo un 100% de UMIs validos, siendo el valor esperado superior al
75%. El término “saturacidn de secuenciacion” es una medida de la complejidad de la biblioteca
observada, y se aproxima a 1 (100%) cuando se han secuenciado todos los transcritos de ARNm,
por lo que este valor depende de la profundidad de la secuenciacién y de la complejidad de la
biblioteca. Todos los valores de saturacidn de secuenciacidn se encontraron por encima del 80%,
siendo la muestra de control C048 la que obtuvo un mayor valor de saturacién de secuenciacion
(92%) y la muestra MS517 (A3C4), correspondiente a un paciente con EMPP, la que tuvo un
menor valor de saturacion de secuenciacion (80.5%). El término “Fracciéon de lecturas en spots

bajo tejido” hace referencia a la fraccidon de cédigos validos que mapean de forma segura con el
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transcriptoma y presentan cédigos de barras asociados al tejido. Todas las muestran
presentaron valores superiores al 89%, siendo el valor ideal por encima del 50%. La muestra
MS517 (A3C4) obtuvo el mayor valor de fracciéon de lecturas en spots bajo tejido (96.3%) y la
muestra MS403 (A3A2) obtuvo el menor valor de fraccidon de lecturas en spots bajo tejido
(89.3%). El término “nimero medio de genes por spot” hace referencia a la mediana del numero
de genes detectados por spots cubiertos por tejido. Esta deteccidn se define como la presencia
de al menos un recuento de UMI. La muestra MS341 (A4B4) presentd el mayor valor, con una

mediana de genes por spot de 2.888, mientras que la muestra MS517 (A1A2) fue la que presentd

el menor valor, con una mediana de genes spot de 1.585.

Figura 12. Determinacion del tiempo 6ptimo de permeabilizacion. Imagenes a campo claro del portaobjetos para la
optimizacion de tejidos espacial Visium con las secciones de tejido del control CO48 tefiidas con hematoxilina-eosina
y permeabilizadas a diferentes los diferentes tiempos que se indican; en el control positivo no se incluyd tejido (A).
Imagenes de fluorescencia con filtro de Rhodamina del portaobjetos de tejidos espacial Visium; se observé una sefial
de fluorescencia en las areas de captura donde residia el tejido como resultado de la sintesis de ADNc. En el control
positivo se incluyé una gota de ARN crudo, y el control negativo no se incluyé enzima de permeabilizacién (B). Las
imdgenes fueron tomadas a 4x y la barra de escala se establecié en 200 um. En ambas imagenes los tiempos se indican

en minutos. POS: control positivo; NEG: control negativo.
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Por ultimo, el término “nimero de genes detectados” hace referencia al nimero de genes
Unicos con al menos un recuento de UMI en cualquier spot cubierto de tejido. Todas las
muestras mostraron valores de entre 22.000-24.000 genes detectados en total, siendo la
muestra MS403 (A3A2) la que presentd un mayor valor de nimero total de genes detectados
(24.185) y la muestra MS517 (A1A2) la que presento un menor numero total de genes
detectados (22.171). Considerando las ocho muestras, se detectaron un total de 186253 genes
y un total de 25342 spots.

Tabla 3. Valores obtenidos por el software Space Ranger

Muestra UMls Saturaciéon de  Fraccion de lecturas Mediana de N2 total de
validos secuenciacion  en spots bajo tejido genes/spot genes
€048 100% 92,0% 91,0% 2.096 22.530
C046 100% 83,6% 93,3% 2.917 23.277
MS341 100% 86,2% 96,1% 1.962 23.297
(A2B5)
MS341 100% 81,5% 95,4% 2.888 23.659
(A4B4)
MS403 100% 82,2% 89,3% 3.743 24.185
(A3A2)
MS403 100% 91,6% 92,2% 1.803 23.653
(A3A5)
MS517 100% 80,5% 96,3% 2.375 23.474
(A3C4)
MS517 100% 88,1% 96,4% 1.585 22.171
(A1A2)

4. Andlisis de la expresion génica espacial
4.1.Correlacion entre el andlisis histolégico y transcriptémico

El software Loupe Browser se utilizd para el analisis de las lesiones corticales a nivel
transcriptdomico, ya que el empleo de este software permitié la visualizacidén y localizacidn sobre

el tejido de la informacidn genética obtenida a partir de la secuenciacion.

Primeramente, se identificd la expresion de genes constitutivos para valorar la calidad del tejido
mediante la busqueda en el software del gen de la actina B (ACTB). Todas las secciones de tejido
consideradas en el trabajo mostraron una expresion uniforme del gen ACTB en cada una de las
zonas de lesién seleccionadas, lo que indicé que el tejido se encontraba en las condiciones

esperadas para el desarrollo del analisis.

Posteriormente, para establecer un paralelismo entre la informacién extraida del desarrollo de

las inmunohistoquimicas y los resultados de transcriptdomica, se visualizd el patrén de expresion
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de los genes PLP1, CD68 y CD3D en todas las muestras. En la Figura 13 se observa la distribucion
de la expresidon de los genes mencionados en los cuatro cortes de tejido ya tratados previamente
(Co64, MS341, MS403 y MS517). En primer lugar, el control mostrd una expresién uniforme del
gen PLP1 en toda el drea de tejido considerada. En la LA presente en el individuo EMSP, los
niveles de expresion en la zona inferior de la lesién fueron superiores a los observados en la
parte central y superior de la lesidn, correspondientes a las zonas mas desmielinizadas en la
tincién con PLP (Figura 8B). En la LCl presente en el paciente con EMRR, la expresion del gen
PLP1 se vio altamente reducida en la zona de mayor desmielinizaciéon. En la placa de
remielinizacién presente en el individuo con EMPP, los niveles de expresion del gen PLP1
también se vieron disminuidos en la zona de lesidn dada una reduccién de la densidad mielina
en esa region. Para todos los cortes, los niveles de expresién del gen PLP1 se correlacionaron
con el patrén de tincion de la misma proteina observada en inmunohistoquimicas (Figura 8B,
9B, 10B, 11B).

Considerando el gen CD68, los niveles de expresion fueron generalmente bajos y se ubicaron de
forma difusa en el tejido. Especificamente, en la LA, los niveles de expresion del CD68 estaban
aumentados en la zona de mayor actividad de la lesién y disminuian en las proximidades de esta.
Por el contrario, en la LCI, presente en el paciente con EMRR el nivel de expresién del gen CD68
fue superior en la zona exterior de la lesién y cercana al vaso e inferior en el centro de lesién. En
la placa de remielinizacidn la expresion del gen fue muy disminuida. Por ello, y principalmente
para el caso de la LA, los niveles de expresidon para el gen CD68 observados en los cortes se

asemejaron con los observados en la tincion con inmunohistoquimica (Figura 8D).

Por ultimo, no se visualizd expresion del gen CD3D, correspondiente a la subunidad delta del
complejo CD3 receptor de células T en ninguna de las muestras a excepcion de la LA. En esta
lesion se observé cierta expresion del gen CD3D, pero en menor grado que en la
inmunohistoquimica para CD3 (Figura 8C). Esta ausencia de expresion se correlaciond con los
resultados de las inmunohistoquimicas para los cortes de tejido C064, MS341 y MS403 dado que

no se observé tincidn de linfocitos T en estas muestras (Figura 9C, 10C, 11C).
4.2.Caracterizacion de las lesiones mediante transcriptomica espacial

A continuacién, con el objetivo de definir el microambiente celular intrinseco y colindante de las
lesiones mas representativas, se seleccionaron una serie de marcadores genéticos en base a la
bibliografia existente que nos permitieron caracterizar los tipos celulares presentes en la lesion

y su patron de expresién (Figura 14).

En el control se visualiza una expresion uniforme y abundante del gen MAP2, que codifica a la
proteina 2 asociada a microtubulos. Esta proteina es un regulador predominante en el
citoesqueleto de las dendritas neuronales y debido a su abundancia y especificidad es un sélido
marcador somatodendritico en neuronas de estado maduro (DeGiosio et al., 2022). Asimismo,
el control mostrd una expresion uniforme pero mas reducida del gen CNP, que codifica para la
2',3'-Nucleétido ciclico 3'-fosfodiesterasa. Esta enzima promueve la diferenciacion de las células

precursoras de oligodendrocitos (CPO) a oligodendrocitos maduros, pero se mantiene su
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expresion en estos ultimos, por lo que se trata de un marcador de oligodendrocitos en diferentes
estadios (Pooyan et al., 2020). Por ultimo, el control exhibié una expresién notable y homogénea
del gen GFAP, que codifica la proteina 4cida fibrilar glial. Esta proteina es un componente
esencial del citoesqueleto de los astrocitos (filamento intermedio) y constituye el marcador

clasico de astrocitos maduros debido a su alta especificidad (Jurga et al., 2021).

Considerando la LCI presente en el individuo EMRR (Figura 14), el patron de expresion del gen
MAP2 se focalizd en la zona de mayor desmielinizacion donde se observaron la mayor expresion

del gen, correspondiente a la SG.
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Figura 13. Distribucion de la expresion génica para los genes PLP1, CD68 y CD3D. Representacién de los niveles de
expresion génica para los genes PLP1, CD68 y CD3D mediante spots para las muestras control (C048) y EM (EMRR,
EMSP y EMPP) y su localizacién a nivel espacial en el tejido. En la lesion del paciente EMSP se muestra el centro activa
delimitada por una linea de puntos gris y los niveles mas altos de expresién sefialados con una punta de flecha. Los
datos se representan como el logaritmo normalizado de la expresidn génica y en la leyenda se indica el cédigo de
colores utilizado por el software. La barra de escala se establecié en 2mm. PLP1: gen de la proteina proteolipidica 1:
CD68: gen del cluster de diferenciacion 68; CD3D: gen de la subunidad delta del complejo CD3 receptor de células T;
EMRR: Esclerosis multiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis

multiple primaria progresiva; LA: lesion activa; LCI: lesion cronica inactiva.
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Por otro lado, la expresién del gen CNP se ubicd en la region opuesta al caso anterior, alcanzando
los mayores niveles en la regidon con mayor proporcidon de mielina correspondiente a la SB. La
expresion del gen GFAP se localizé por toda el drea de lesidn, observandose un incremento de
la expresion del gen en los alrededores de la lesidén en comparacion con la expresion en la zona

de lesion.

En la LA procedente del paciente con EMSP (Figura 14), los niveles de expresion MAP2 se vieron
incrementados en los puntos que rodean a la zona activa de lesidn y se observé una ausencia de
expresion en determinados puntos de esta zona. En el caso del gen CNP, los niveles mas altos
de expresidon se alcanzaron en la zona de mayor actividad donde se observé también una
ausencia de expresion, y disminuian en la region colindante a esta zona. Un patrdn de expresién
similar se visualizé con el gen GFAP, pero en este caso la expresion en el nucleo activo de la

lesion fue destacada y no se observd una ausencia de expresién tan marcada en el centro activo.

En el corte de tejido referente a la lesidn crénica inactiva remielinizada del paciente con EMPP
(Figura 14), los niveles de expresién del gen MAP2 fueron ausentes en la periferia de la placa,
pero se observd un aumento de los niveles de expresidn en el centro de esta dada la presencia
de SG. Los niveles mads altos de expresidon del gen CNP se observaron en los bordes del tejido
debido a la abundancia de mielina en la SB presente alrededor de la lesién, donde se observé
expresién, pero en menor grado. En uUltimo lugar, se observé un patrén similar de expresion al
gen anterior con el gen GFAP, pero en este caso la expresion de este gen en el interior de la

placa fue muy escasa.
4.3. Analisis de expresion génica diferencial en la lesién activa

El analisis de expresién génica diferencial entre el nucleo activo de la lesion activa y el tejido
restante resultd en la deteccién de 20 genes sobreexpresados en esta region (Tabla 4). La
busqueda de los tipos celulares donde se ha descrito la expresiéon de estos genes permitio

establecer su clasificacion:

Son genes que se expresan en su mayoria en astrocitos (GFAP, AQP4, CTSH, NFIA, S100B, PAQR6
SNORC, GJA1, SPARC, RHOBTB3, ADD3), oligodendrocitos en diferentes fases de desarrollo
(NFIA, BCAS1, MOBP, MBP, PAQR6, TPPP3) y en menor proporcion, neuronas (B3GAT2, ID4,
B3GALT2), células endoteliales debido a la presencia de vasos sanguineos (/GFB5) y microglia
(CD74).

Como se indica en la Tabla 4, el GFAP fue el gen mas sobreexpresado en el CA, ya que se expreso
2,43 veces mas en el CA de la LA en comparacion con el TR. Asimismo, el segundo gen mas
sobreexpresado fue el B3GAT2 en el CA, expresandose 2 veces mas en el CA de la LA en
comparaciéon con el TR. En ultimo lugar, el tercer gen mas sobreexpresado fue AQP4 con una
expresion 1,87 veces superior en el CA de la LA en comparacién con el TR. En todos ellos se

observaron diferencias altamente significativas entre ambos clusteres (p<0.001).
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Figura 14. Distribucidon de la expresion génica para los genes MAP2, CNP y GFAP. Representacion de los niveles de
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expresion génica para los genes MAP2, CNP y GFAP mediante spots para las muestras control (C048) y EM (EMRR,
EMSP y EMPP) y su localizacion a nivel espacial en el tejido. Los datos se representan como el logaritmo normalizado
de la expresion génica y en la leyenda se indica el cddigo de colores utilizado por el software. La barra de escala se
establecié en 2 mm. MAP2: gen de la proteina asociada a microtubulos 2; CNP: gen de la 2',3"-Nucleétido ciclico 3'-
fosfodiesterasa; GFAP: gen de la proteina dcida fibrilar glial; EMRR: Esclerosis multiple remitente-recurrente; EMSP:
Esclerosis multiple secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva. LA: lesion activa; LCI: lesion

cronica inactiva.

Los datos mencionados se muestran representados como un mapa de calor en la Figura 15,
donde los genes mas sobreexpresados se muestran en un color rojo mas intenso, mientras que

los genes mas infraexpresados en un color azul mas intenso.

Para el CA, el color rojo mas intenso se obtuvo en el gen GFAP, seguido del gen B3GAT2 y
después el gen AQP4, mientras que el azul mas intenso se obtuvo en el gen PVALB, seguido del
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gen PCP4 y después el gen CRYM; todos ellos marcadores de neuronas. En el caso del cldster TR,

el grafico del mapa de calor es opuesto al del clUster CA, donde el gen mds sobreexpresado es

el PVALB y el mas infraexpresado es el GFAP.

Tabla 4. Listado de los 20 principales genes sobreexpresados de la region activa de la lesidn activa y la significancia

de la expresion del gen en la misma region expresado en p-valor (**** p<0,001; *** p<0,01)

Gen Log2 Fold p-valor Gen Log2 Fold p-valor
change change
1 GFAP 2,43 1,04x10°17 (***%) 11 SNORC 1,38 8,24x1074 (****)
2 B3GAT? 2,00 8,61x10°° (****) 12 GJA1 1,28 8,96x107 (***%)
3 AQP4 1,87 2,25x10°9 (*¥***) 13 ID4 1,28 1,20x1073 (*¥**)
4 IGFB5 1,78 4,67x107 (*¥***) 14 TPPP3 1,26 1,76x1073 (***)
5 MOBP 1,69 1,91x107 (****) 15 SPARC 1,25 2,50x1073 (***)
6 CTSH 1,48 1,42x10% (****) 16  B3GALT2 1,23 4,14x10°3 (***)
7 MBP 1,31 2,58x1074 (****) 17 BCAS1 1,18 4,14x1073 (***)
8 NEIA 1,31 5,25x10% (*¥***) 18 CD74 1,17 4,97x10°3 (***)
9 S100B 1,28 6,21x10% (*¥***) 19 RHOBTB3 1,15 5,80x1073 (***)
10 paQRs 1,27 7,33x104 (*¥***) 20 ADD3 1,14 5,80x1073 (***)
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Figura 15. Mapa de calor. Representacion de los 25 principales genes mas sobreexpresados (representados en tonos

rojos) e infraexpresados (representados en tonos azules) con presentes en el centro activo (CA) y el tejido restante

(TR) de la lesion activa. Los datos se representan como cambio de expresion génica en escala logaritmica (del inglés

Log?2 fold change). CA: centro activo; RT: resto del tejido.
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V. DISCUSION

Los nuevos métodos de transcriptomica espacial basados en secuenciacién han avanzado en la
conservacién del contexto espacial mediante la vinculacidon de secuencias de ARNm de tejido
con coordenadas X,Y en un portaobjetos. Las numerosas ventajas de los métodos basados en
microarrays hicieron de esta tecnologia un candidato dptimo para su empleo en este trabajo.
Entre ellas destacan que permiten utilizar secciones de tejido mayores que los métodos basados
en imagenes (13 mm? > 1 mm3), el flujo de trabajo se reduce a pocos dias de experimentacion,
es posible perfilar el transcriptoma entero para cualquier organismo con ARNm poliadenilado y
la variabilidad técnica entre muestras es muy baja. Especificamente, se ha empleado la
tecnologia Visium debido a su alta resolucidn (55 um de didmetro por punto con una distancia
entre centros de 100 um) y sensibilidad, ya que es capaz de detectar mas de 10.000 transcritos
por punto (Rao et al., 2021).

Una paso previo y necesario en el desarrollo del protocolo Visium es la localizacién vy
caracterizacion de la zona de interés, en nuestro caso de las lesiones, mediante técnicas
histopatoldgicas convencionales. En este trabajo, se ha empleado la tincién con hematoxilina-
eosina para realizar una distincidn entre SG y SB e inmunohistoquimicas para estudiar la
desmielinizacidn (marcaje de mielina con anticuerpo anti-PLP) y el estado de activacidn de las
lesiones (marcaje de macréfagos-microglia con anti-CD68 y de linfocitos T y B con anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD20, respectivamente).

Estos criterios de clasificacién de las lesiones han sido empleados por numerosos autores en las
ultimas décadas, estableciendo multiples clasificaciones que han sido objeto de diversas
modificaciones e introduccidén de nuevos conceptos a lo largo de los afios que han permitido
una caracterizacién mas detallada y extensa de las lesiones (B0 et al., 1994; Kuhlmann et al.,
2017; Lassmann et al., 1998; Lucchinetti et al., 2000). No obstante, la clasificacion mas simple es
aquella basada en la distincion de 3 tipos de lesiones: activa, crénica activa y crénica inactiva.
Esta clasificacidn constituye la base de todas las clasificaciones posteriores y es suficiente para

interpretar los hallazgos patoldgicos, por ello ha sido la utilizada en este trabajo.

Las lesiones desmielinizantes corticales se describieron por primera vez en la EMSP y EMPP, pero
ahora se sabe que también son una caracteristica de las fases mas tempranas de la EM
(Lucchinetti et al., 2011). En nuestro trabajo, todas las lesiones estudiadas, correspondientes a
los tres fenotipos clinicos de la EM, se localizaron en el cértex cerebral. Se identificd 1 LA en el
paciente EMSP y 4 LCl en los pacientes EMRR y EMPP. Asimismo, atendiendo a su localizacién, 4
de las lesiones eran subpiales (en los pacientes EMRR, EMSP y EMPP) y 1 lesién fue intracortical

(en el paciente con EMPP).

Pese a que las LA suelen ser mas comunes en fases tempranas de la enfermedad, estas lesiones
también pueden encontrarse en individuos con formas clinicas progresivas de la EM. Ademas,
las LCl se encuentran mas frecuentemente en la EM crénica, con un mayor tiempo de evolucion

de la enfermedad (Frischer et al., 2015). Por ello, los resultados concuerdan con lo esperado, ya
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que la LA estaba presente en el individuo con EMSP y las LCl estaban presentes en los individuos
con formas EM crdnicas (>15 afios de duracion de la EM). Dada la similitud encontrada en los
patrones de desmielinizacidon y contenido celular de controles y lesiones crdnicas inactivas,
Unicamente se consideraron para los analisis posteriores las cuatro muestras que representaban

todos los tipos de lesiones encontradas y los fenotipos de la enfermedad.

Con la tecnologia Visium, la calidad del estudio depende en gran medida de la eleccidn correcta
del tiempo 6ptimo de permeabilizaciéon, ya que un tejido poco permeabilizado tendra
consecuencias en la baja diversidad de las bibliotecas, y un tejido sobrepermeabilizado puede
provocar la difusién de ADNc y una localizacidn espacial menos precisa. Otros autores que han
empleado tejido de cerebro humano en sus estudios han seleccionado tiempos de
permeabilizacién entre 12 y 18 minutos (Chen et al., 2020; Lerma-Martin et al., 2022). No
obstante, en nuestro caso se seleccionaron 24 minutos porque este resultd ser el tiempo de

permeabilizacién con mejor intensidad de la sefial y menor difusién.

En el estudio de transcriptdmica espacial, en primer lugar, se estudiaron los niveles de expresion
del ARNm de los genes cuya proteina se detectd en las inmunohistoquimicas (PLP1, CD68 y
CD3D), permitiendo establecer un paralelismo entre las observaciones a nivel histolégico y
transcriptomico. La expresion de los genes PLP1, CD68 y CD3D vy su localizacidn espacial en el
tejido se correlacioné en gran medida con lo observado en las inmunohistoquimicas, siendo mas
evidente para el caso del gen PLP1. La LA mostréd un patron de expresion homogéneo,
acentuandose en la zona de mayor actividad, mientras que la LCI mostré una expresion muy
reducida del gen PLP1 en la zona de mayor desmielinizacion en comparacién con el control.
Resultados similares fueron expuestos por T. Zeis et al., los cuales realizaron un andlisis de
expresion génica diferencial de la SB de apariencia normal (NAWM) (del inglés Normal
Appearing White Matter) en lesiones desmielinizantes activas e inactivas y remielinizantes a
través del uso de arrays. Estos autores identificaron una disminucidn acentuada de la expresion
de PLP1 en los tejidos de lesiéon desmielinizantes inactivas en comparaciéon con la SB de
apariencia normal (Zeis et al., 2018). Por otro lado, la expresion del gen CD68 fue superior en la
zona activa de la lesion activa en comparacion con el resto de las lesiones y la expresidon del gen
CD3D fue mas notable en la lesién activa en comparacion con el resto de las lesiones. En un
estudio similar al presente, pero empleando lesiones en SB subcorticales, Lerma-Martin et al.
mapearon macréfagos y microglia en el nucleo inflamado de la LA en EM, mientras que
Unicamente pudieron mapear muy pocos macrdofagos y microglia en los tejidos con lesion

cronica inactiva y controles (Lerma-Martin et al., 2022).

Recientemente se ha descrito que el incremento de los marcadores CD11c y CD68 en materia
gris desmielinizada podria suponer un aumento de la actividad fagocitica y eliminacion de
desechos en estas lesiones, lo que podria indicar una remielinizacién mas eficiente y una
disminucién de la inflamacidon (Van Wageningen et al., 2022). Dado que en la zona activa
también se observd un incremento del gen PLP1, seria necesario un estudio mas exhaustivo
empleando un mayor nimero de marcadores para determinar el papel de estas células CD68+

y su contribucién a la remielinizacion.
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Por otro lado, se examinaron los diferentes tipos celulares presentes en cada una de las lesiones
y su distribucion con el fin de caracterizar mas ampliamente el microambiente celular de estas.
En primer lugar, el empleo del marcador de expresidn génica especifico de neuronas (MAP2) se
expresd y localizd mayoritariamente en las zonas correspondientes al cdrtex cerebral,
correspondiéndose con el patron de expresidn esperado. En el caso de la LA, se observd una
ausencia de expresion del gen MAP2 en ciertos puntos de la zona con mayor actividad como
posible fruto de la neurodegeneracion asociada a esa zona. Por el contrario, en esa misma region

se observaron niveles aumentados de los genes especificos de oligodendrocitos (CNP).

Como se ha mencionado, el gen CNP aumenta su expresién en los oligodendrocitos inmaduros
antes del comienzo de la mielinizacién y se mantiene durante toda la vida. Estudios que han
llevado a cabo un analisis post mortem de las lesiones en SB en pacientes con EM han mostrado
un elevado nimero de oligodendrocitos inmaduros en lesiones activas, que se caracterizan por
una fuerte respuesta inflamatoria. Este hecho sugiere que se puede producir una regeneracién
extensa de oligodendrocitos en ciertas placas al inicio de la lesidn, y se considera que el
ambiente inflamatorio durante la desmielinizacion puede estimular el proceso de
remielinizacién (Kalafatakis & Karagogeos, 2021). Ademas, se ha constatado que las lesiones
crénicas en SB normalmente muestran una disminucion de la densidad de oligodendrocitos
inmaduros, combinado con una falta de diferenciacién de estas células y una pérdida de
oligodendrocitos maduros (Tepavcevi¢ & Lubetzki, 2022). En la LCI no se observé expresion del
gen CNP en la zona mas desmielinizada y una reduccién de su expresion alrededor de esta zona,
lo que indica una ausencia de células del linaje oligodendrial.

Por otra parte, en la lesidn activa se observaron niveles aumentados del gen GFAP, el marcador
genético mas representativo de astrocitos. Estudios recientes como el llevado a cabo por Cubas-
Nufiez et al. también describen la presencia de astrocitos GFAP+ en lesiones activas de cortex
cerebral asociados a neurodegeneracién. En el caso de la LCl, la expresion del gen GFAP mostré
una expresion homogénea en la lesion desmielinizada con menor intensidad en el centro de la
lesién, pero mayores niveles en el borde de esta. Por el contrario, P Koning et al. detectaron que
los niveles de expresion de ARNm de GFAP aumentaban en todas las dreas donde se puede

encontrar gliosis, es decir en el borde y centro de lesiones crénicas (Koning et al., 2007).

Considerando la LCI presente en el paciente con EMPP, se ha sugerido la presencia de una placa
de sombra (del inglés shadow plaque) dada la tenue tincién de PLP en esa zona. En pacientes
con EM se ha inferido que representan areas parcialmente remielinizadas y son raras, por lo que
resulta dificil caracterizarlas. Segln un estudio de S. Y. Yeung et al. es posible que estas placas
de sombra no contengan CPOs y representen areas focales de adelgazamiento de mielina de
oligodendrocitos maduros supervivientes a la desmielinizacién (Yeung et al., 2019). Basandonos
en la transcriptdmica, la expresion leve de los genes PLP1y CNP en el centro de la lesidn se ajusta

con las observaciones a nivel inmunohistoquimico.

El incremento en la expresién de GFAP en el nucleo activo de la LA fue posteriormente validado
mediante un andlisis de expresidon génica diferencial entre esa region y el resto del tejido, donde

se mostro a este gen como el mas sobreexpresado en comparacién con el resto del tejido y en

42



el que se observaron las mayores diferencias significativas entre ambos clusters (p<0,001). Los
astrocitos responden a una lesién cerebral mediante un proceso complejo de activacién que
integra cambios morfolégicos (hipertrofia) y transcripcionales. Este proceso se asocia con un
aumento de la expresidon de GFAP, y es por lo que se utiliza como marcador de astrocitos
reactivos. Esta sobreexpresion y otros signos de reactividad astrocitaria se han asociado a una
amplia gama enfermedades neurodegenerativas, incluida la EM (Pekny & Pekna, 2016). Los
astrocitos, presentes en el centro y borde de lesion donde comprenden el tipo celular mas
prevalente, juegan un papel critico en la patogénesis de la EM, induciendo cascadas
inflamatorias y ocasionando dafio tisular (Aharoni et al., 2021). Del resto de genes
sobreexpresados, la mayor parte fueron marcadores del linaje astrocitario, entre los que
destacd el gen AQP4, que codifica a la aquaporina 4. En EM, Martin-Lerma et al., mediante la
integracién de datos de secuenciacién de ARN de nucleo Unico y transcriptdmica espacial,
pudieron identificar 5 estados diferentes de astrocitos que caracterizaron mediante la diferente
expresion de genes marcadores de cada uno de los estados. Particularmente, el estado celular
2 de astrocitos se caracterizd por el enriquecimiento de genes marcadores de estrés celular y
glia reactiva, entre los que destacaron dos marcadores sobreexpresados en este trabajo: AQP4
y GJA1. Estos subtipos de astrocitos (estado celular 2) se localizaron en las zonas de borde activo
de LAy crdnicas activas. El incremento de la inmunorreactividad de AQP4 es una caracteristica
clave de la astrogliosis reactiva y se observa en diversos trastornos neuropatolégicos como
NMO, Alzheimer o Parkinson (lkeshima-Kataoka, 2016; Lerma-Martin et al., 2022). El exceso de
otro de los marcadores sobreexpresados, el gen S100B, también ha mostrado tener una alta
relacidn con la reactividad astrocitaria en la EM (Barros et al., 2022). En un estudio llevado a
cabo por Barateiro et al. los astrocitos reactivos se identificaron como la fuente celular
predominante de S100B y describieron una alta expresion de este gen en lesiones activas en SB
de muestras de cerebro de pacientes con EM post mortem (Barateiro et al., 2016). Por ello, la
firma genética de los astrocitos encontrada en este estudio sugiere un fenotipo reactivo en el
centro activo de lesion, contribuyendo de forma critica al desarrollo de las lesiones en EM e

impulsando respuestas inflamatorias y neurotodxicas.

El gen B3GAT2 resulto ser el tercer gen mas sobreexpresado en el centro activo de la LA, y se
trata de un marcador de neuronas asociado con el crecimiento axonal. No se ha encontrado
ningun estudio que estudie el papel de este gen en la EM, pero en la enfermedad del Alzheimer
se ha visto por ARN-seq que el ARNm de este gen se encuentra alterado en multiples regiones
cerebrales (Tang et al., 2021). Por ello, se requieren estudios futuros que validen los resultados
obtenidos en este trabajo y que permitan esclarecer el papel de este gen en la patogenia de la
EM.

Del total de genes sobreexpresados, se encontraron genes que se expresan en diferentes fases
del desarrollo oligodendrial, destacando genes de oligodendrocitos mielinizantes (MBPy MOBP)
y microglia (CD74). Otros autores también han descrito una sobreexpresién del gen MBP en
lesiones activas de SB y de los genes MBP y MOBP en lesiones remielinizantes al tratarse de

constituyentes esenciales de la mielina (Elkjaer et al., 2022)
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Por ultimo, este trabajo presenta algunas limitaciones. En primer lugar, los controles de este
estudio no pueden considerarse totalmente sanos, puesto que uno de ellos padecia migrafas
(C064) y el otro tenia algunos ovillos neurofibrilares Tau+ (C048) que, junto con el efecto de la
edad, hace que no pueda descartarse la ausencia total de neurodegeneracion. En segundo lugar,
la necesidad de realizar pasos previos de caracterizacién de lesiones para seleccionar las zonas
de interés que se introducen posteriormente en el portaobjetos resulta en que las secciones
estudiadas por inmunohistoquimica puedan diferir levemente de las introducidas en el
protocolo de transcriptémica espacial. Ademas, el pequefio tamafio del drea de captura del
portaobjetos implica una alta precisién en la adherencia del tejido completo al portaobjetos. El
escaso numero de muestras que se pueden incluir por portaobjetos (4 muestras) y elevado coste
de la tecnologia limita la extension y complejidad del estudio. En tercer lugar, es necesario llevar
a cabo cuatro controles de calidad en diferentes fases del protocolo de expresién génica lo que
implica la superacién de estos para la continuacién con las muestras de partida del estudio. En
cuarto lugar, el software empleado para el andlisis de expresién génica Loupe Browser no
permite la identificacidn de genes que se expresan de manera simultanea en un mismo spot y
realiza una normalizacién de la expresién considerando la propia muestra de tejido y no el resto
de las muestras. Dado que esta técnica no consigue reducir la resolucion de la expresion a una
sola célula, seria necesario complementar este estudio con datos de secuenciacion de ARN en

célula Unica para conseguirlo.

A pesar de sus limitaciones, el empleo de la transcriptémica espacial, en este caso implementada
con la tecnologia Visium, posibilita un estudio exhaustivo de la expresién génica del tejido
cerebral y la distribucion de cada gen en el espacio analizado. Hasta la fecha, este es el primer
estudio que emplea esta tecnologia para el estudio de lesiones en corteza de pacientes con EM.
Por ello, a pesar de analizar un nimero reducido de muestras por el coste que supone, la
informacidn que se puede obtener de cada una de ellas es inmensa. En una segunda fase de este
trabajo, un analisis bioinformatico permitird una exploracién mas profunda de los resultados
para entender mas detalladamente la patogenia de la esclerosis multiple y elucidar posibles

nuevos candidatos a biomarcadores de la enfermedad.
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido una caracterizacién a nivel histoldgico y
transcriptomico de las lesiones encontradas en el cértex cerebral de pacientes con EM en las

tres formas clinicas principales de la enfermedad, obteniéndose las siguientes conclusiones:

e A través de la tecnologia de transcriptdomica espacial Visium, se ha confirmado que las
diferencias observadas a nivel inmunohistoquimico se observan también a nivel
transcriptdmico en los genes PLP1 (mielina), CD68 (macréfagos y microglia) y CD3D
(linfocitos T).

e El uso de marcadores genéticos ha permitido definir los tipos celulares presentes en el
centro y periferia de las lesiones. En la lesidon activa estudiada, se hallé una disminucion
de la expresidon de MAP2 sugiriendo la presencia de neurodegeneracién, un aumento de
la expresidon de CNP que podria implicar una remielinizaciéon en proceso, asi como un
aumento en la expresion de GFAP, el marcador por excelencia de astrocitos.

e El GFAP ha sido el gen mas sobreexpresado en el centro de la lesidn activa, y junto con
otros genes sobreexpresados (AQP4, S100B y GJA1) ha permitido establecer una firma
genética caracteristica de astrocitos reactivos que actian contribuyendo al
microambiente inflamatorio de la lesidn.

e La presencia de otros genes sobreexpresados que no han sido estudiados previamente
en la EM, como B3GAT2, abre la puerta a futuros estudios que puedan esclerecer su
papel en la enfermedad.

e Endefinitiva, el método de transcriptdmica espacial Visium es una tecnologia altamente
innovadora y con grandes ventajas que ha mostrado ser altamente adecuada para el
estudio de lesiones cerebrales en la EM; sus resultados sirven de base para posteriores
anadlisis bioinformaticos que ahonden en la investigacion y su futura aplicacién a la

clinica.
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ANEXO 1

10.

11.

12.

PROTOCOLO TINCION HEMATOXILINA & EOSINA

Incubaciéon 1 minuto a 37 grados utilizando un termociclador Applied Biosystems™
Veriti™ (12363653, Fisher Scientific)

Fijacidn de los portaobjetos mediante una inmersiéon en metanol durante 30 minutos a
-20 °C.

Afadir 500 pL de isopropanol a > 99.5 % (19516, Millipore Sigma, Burlington,
Massachusetts, EEUU) e incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

Descartar el isopropanol mediante drenaje en un tubo de centrifuga de 50 mL y dejar
secar durante al menos 5 minutos a temperatura ambiente.

Afadir 500 pL de Hematoxilina (S330930, Agilent, Santa Clara, California, EEUU) e
incubar 7 minutos a temperatura ambiente.

Descartar la hematoxilina mediante drenaje y realizar lavados seriados en agua MiliQ: 5
lavados en un tubo de centrifuga de 50 mL, 15 lavados en un vaso de precipitados de 1L
y 15 lavados en un vaso de precipitados de L.

Para garantizar la alcalinidad adecuada, afiadir 500 puL de tampdn bluing buffer
(6769001, Fisher Scientific) a cada seccion e incubar 2 minutos a temperatura ambiente.
Descartar el bluing buffer mediante drenaje y realizar 5 lavados en agua MiliQ en el
segundo vaso de precipitados de 1L usado previamente

Afadir 500 pL de eosina diluida 1:100 (HT110216, Millipore Sigma) en tampédn de acido
tris-acético (0.45 M pH 6.0) (Tris Base, BP152, Thermo Fisher Scientific) (Acido acético,
A6283, Millipore Sigma) e incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

Descartar la mezcla de eosina mediante drenaje y lavar las secciones 15 veces en el
tercer vaso de precipitados de 1L.’

Secar al aire los cortes hasta que el tejido se torne a opaco y posteriormente incubar 5
minutos a 37 grados en el termociclador previamente empleado.

Montar los cortes con cubreobjetos utilizando el medio de montaje EUKITT.
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PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA PARA SECCIONES DE TEJIDO FRESCO CONGELADO
CORTADAS EN CRIOSTATO

1) Dejar secar 1 min a 372C en termociclador (o 30 min a T. amb)
2) Fijar 10 min en metanol a -202C
3) Lavar con TBS en cubeta 3-5X
4) Inhibir peroxidasa = 0,6% H,0, en Metanol 10 mina T. Amb
5) Lavar con TBS en cubeta 3-5X
6) Desenmascarar: EDTA buffer pH9 60 min (en vaporeta, dentro de cubeta de pldstico sin
tapa)
7) Dejar enfriar 20 min
8) Lavar con TBS 3-5X
9) Secar con papel y poner DAKO pen si se desea ahi
10) Bloqueo 15 min a T. amb (10% NGS en TBS) (200 ul por corte, extender con punta)
11) Incubar con Ac 12 en 10% NGS a 42C overnight
a. Ratdn a-PLP - 1:500
b. Ratdén a-CD68 - 1:100
c. Ratdéna-CD3 - 1:100
d. Ratdén a-CD20 > 1:250
12) Lavar con TBS en cubeta 3-5X
13) Incubar con Ac 22 en 10% NGS 1h a T. amb (Goat a-mouse biotinilado, BA9200 Vector)
14) Lavar con TBS en cubeta 3-5X
16) Lavar con TBS en cubeta 3-5X
17

Revelar con DAB

18) Deshidratar:

)

)

)
15) Incubar con streptavidina 1h a T.amb

)

)

)
a. Sumergir en EtOH 95% hasta que dejen de verse restos de agua
b. Sumergir en EtOH 100% hasta que dejen de verse restos de agua
c. Sumergir en Xyleno

19) Montar con EUKITT
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H20; 0,6% en MetOH:

Stock H,0, = 30%
Solucién de trabajo 0'6% = 1 ml H,0, 30%
49 m| MetOH

Tampdn TBS:
- TBS - Solucién madre pH 7,5 (20X):

o 60,57 gTris
o 180 g NaCl. Enrasar a 1L H,0 destilada
o 400 ml 1IN HCI*

. HCI 1N:
HCl 37% = 12N
V1x 12N =500 ml x 1IN
V1=41,7 ml HCI 37%
458,3 ml H 2 O destilada

- TBS - Solucién de trabajo (1X):
o 50 ml Stock
o 950 ml H,0 destilada

HIER (recuperacion de epitopos inducida por calor)

1) Tampodn citrato pH 6,0

2,10 g de acido citrico en 1L de H,0 destilada
(1418008/Panreac)

2) Tampdn EDTA

Solucion madre 20X: 50 ml a. bidest
1,21 g TRIS (10 mM) = (141940 Panreac)
0,37 g EDTA (1 mM) = (E6511 Sigma)

pH 8,5 o pH 9 segun la fijacidon del material

Solucién de trabajo: 2,5 ml de solucidon madre en 50 ml de a.bidest (2,5 ml de solucién madre +
47,5 ml de H,0)

Procedimiento: colocar los portaobjetos en un recipiente de plastico lleno de tampdn TRIS-EDTA
o citrato, introducir el recipiente en una vaporeta durante 1 hora, sacar la olla a temperatura
ambiente y dejar enfriar los portaobjetos. durante al menos 20 minutos, enjuague las secciones
en TBS.
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ANEXO 2

Obtencion de los datos de los pasos 5.3 y 5.4 de Materiales y métodos

El nimero de spots cubiertos para cada una de las ocho areas de captura totales se muestra en
la Tabla 5. El porcentaje del drea de captura cubierta se calculé a partir del dato del nimero total
de spots cubiertos y considerando como el nimero de spots totales 5000 spots de expresion
génica. Todas las muestras superaron el 50% de cobertura del drea de captura, siendo la muestra
6 la que presentd el mayor porcentaje de cobertura del area de captura (86%).

La realizaciéon de la PCR en tiempo real nos proporciond los datos de Cq (Tabla 5) que se
encontraron dentro de los rangos esperados (12.2-15.7). Redondeando estos valores, se
determind el numero de ciclos para el desarrollo de la amplificacién de ADNc, obteniendo 13
ciclos para las muestras 2,3,5,6 y 7; y 14 ciclos para las muestras 1, 4 y 8 (Tabla 5).

Los valores de concentraciéon de ADNc se extrajeron de los resultados del Bioanalizador de alta
sensibilidad Agilent en los que se obtuvieron datos de concentraciéon de ADNc con valores entre
1,62-2,58 ng/ulL (Tabla 5). Este dato se utilizd posteriormente para el calculo del rendimiento
del ADNg, el cual fue necesario para la determinaciéon del numero de ciclos para indexar las
librerias. El rendimiento del ADNc se obtuvo multiplicando la concentracién de ADNc por el
volumen de elucién (40 puL).

El nimero de ciclos para la realizacion de la Sample Index PCR se obtuvo mediante el calculo del
25% del rendimiento ADNCc total, ya que el protocolo para la generacion de la biblioteca de
expresion génica espacial Visium se ha optimizado para utilizarse una proporcidn fija (25%) del
ADNCc total. Asi, la complejidad de esta biblioteca sera comparable a la generada utilizando una
proporcién mayor (>25%) del ADNc.

Para determinar el numero de ciclos de PCR, en el protocolo se indicaba que para muestras de
ADNCc con una concentracion de partida de entre 0.25-25 ng el nimero total de ciclos debia ser
entre 17-19. Por ello, se seleccionaron 17 ciclos para la realizaciéon de la indexacién de las
librerias como se indica en la Tabla 5.

Al igual que los datos de concentracion de ADNCc, los valores de concentracion de la libreria se
extrajeron de los resultados del Bioanalizador de alta sensibilidad Agilent, los cuales mostraron
valores entre 31,29-45,19 ng/ulL (Tabla 6) y fueron similares a los esperados. Asimismo, los datos
de longitud media de la libreria se encontraron dentro de los rangos establecidos (200-500 pb)
(Tabla 6). Por ultimo, los datos de profundidad de secuenciacidn, asi como la cantidad de libreria
en nM fueron precisas para configurar los requisitos de la secuenciacién y fueron calculadas
como se indica a continuacién:

Profundidad de secuenciacion (lecturas)

= (Area de captura cubierta) * (n2 total de spots) * 50.000 pares de lecturas/spot

Concentracion de la libreria (ﬁ—‘g)

Cantidad de libreria (nM) = * 100

Peso molecular ADN (660 rr;qol) * longitud libreria (pb)
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ANEXO 3
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Figura 16. Detalle de la caracterizacion de las lesiones corticales. Evaluacion de los tejidos control (C048 y C064) y
EMRR (MS341 A4B4 y A2B5 mediante histologia utilizando la tincion con hematoxilina-eosina (4x) donde se indica la
zona seleccionada para el desarrollo del protocolo de transcriptomica espacial e inmunohistoquimicas de la zona
seleccionada a 10x para PLP, CD68 y CD3. Barra de escala imagenes panoramicas: 1000 um y zona de lesion: 500 pum.
CTRL: control; EMRR: Esclerosis multiple remitente recurrente; LCI: lesidn cronica inactiva, H&E: hematoxilina- eosina;

PLP: proteina proteolipidica.
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Figura 17. Detalle de la caracterizacion de las lesiones corticales. Evaluacion de los tejidos de EMSP (MS 403; A3A5
y A3A2) y EMPP (MS517; A3C4 y A1A2) mediante histologia utilizando la tinciéon con hematoxilina- eosina (4x) donde
se indica la zona seleccionada para el desarrollo del protocolo de transcriptomica espacial e inmunohistoquimicas de
la zona seleccionada a 10x para PLP, CD68 y CD3. Barra de escala imagenes panoramicas: 1000 um y zona de lesion:
500 um. EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva;, EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva; LA: lesion
activa LCI: lesion crénica inactiva, H&E: hematoxilina-eosina,; PLP: proteina proteolipidica.
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