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I- Introduccié

El temps que passa actua sobre tots els organismes
vius. Aixi, 'hnome no s'escapa de I'envelliment. Amb la
millora de les condicions de vida en els nostres paisos
occidentals, la longevitat ha augmentat. El nombre de
persones de més de 80 anys esdevé cada vegada més
important. En paral-lel, el nombre de persones afecta-
des per les patologies associades a l'envelliment esde-
vé considerable. Sobretot les malalties neurodegene-
ratives que provoquen discapacitats severes i perdua
d'autonomia com la malaltia d'Alzheimer. Es una veri-
table aposta de la societat a escala cientifica, social i
economica. Es, doncs, molt important comprendre
millor els mecanismes biologics implicats en I'envelli-
ment normal i el patologic. No obstant aixo, les dades
actuals mostren que els processos implicats sén molt
complexos (Kirkwood, 2008). Actualment hi ha un con-
sens sobre certs mecanismes moleculars que generen
progressivament danys moleculars i cellulars com la
produccié de radicals lliures, els danys del DNA, agre-
gacio de les proteines... Els esdeveniments identifi-
cats condueixen a afectacions principalment del DNA,
del metabolisme energétic, control de la superviven-
cia cel-lular. L'envelliment cerebral segueix el curs
comu a l'envelliment cel-lular pero presenta també
especificitats propies. Notablement, s'ha demostrat
unamodificacié de la plasticitat sinapticaamb la senec-
tud (Hof et Morrison, 2004) que modifica les capaci-
tats de memoritzar (Burke et Brnaes, 2006; Kelly et al.,
2006). Els estudis transcriptomics permeten tenir una
apreciacié del conjunt de les modificacions de I'ex-
pressio dels gens en el cortex frontal (Lu et al., 2004,
Fraser et al., 2005) o en el cos callds, molt ric en mieli-
na (Duce et al., 2008).

Per aquests estudis sobre els mecanismes cel-lulars i
moleculars, és necessari disposar de models animals.
Els animals classics de laboratori, les rates i els ratolins,
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sén ancians amb 2 anys, pero les dades obtingudes no
son sempre transposables directament a I'home. Els
primats no humans sén filogenéticament més propers
al'home, pero sén ancians després de més de 20 anys.
Nosaltres hem conduit el nostre estudi sobre un petit
primat lemuria, Microcebus murinus. Es un model
intermedi que presenta nombrosos avantatges per
estudiar |'envelliment (Bons et Rieger, 2006; Joly et
al., 2006). Aquest animal té una durada de vidade 7 a
10 anys en captivitat i presenta similituts en les modi-
ficacions fisiologiques lligades a I'edat com I'home
(Perret et Aujard, 2006). En el curs de I'envelliment,
alguns animals (5%) presenten espontaniament pla-
ques amiloides, signes caracteristics de la malaltia
d’'Alzheimer (Mestre-Francés et al., 2000).

Un cert nombre de gens estan implicats en la malaltia
d'Alzheimer (Tanzi, Neuron 2001). L'expressié d'un
gran nombre de gens és modificada en el curs de I'en-
velliment o de la neurodegeneracié com la malaltia
d'Alzheimer. Actualment, els estudis transcriptomics
permeten seguir en paral-lel I'expressié de gens i de
comparar-los entre els joves i els ancians o bé entre els
ancians sans i els ancians portadors de plagues amiloi-
des.

[Il- Métodes i resultats

[I-1. Els animals

En el nostre estudi, els animals son subministrats d'un
centre de crianca de laboratori respectant les normes
europees d'etica (European Community Council direc-
tive of 24 november 1986) amb |'acreditacio 34.134
de la direccié departamental dels serveis veterinaris.
Hem comparat 5 animals joves amb 9 animals ancians
(figura 1itaula 1).
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La preséncia de plaques amiloides en el cortex cere-
bral és detectada amb un anticos policlonal de conill
anti-Abeta FCA 3542 (1:1000, Calbiochem). Les reac-
cions d'immunocitoquimica sén realitzades sobre talls
sagitals de I'hemisferi dret (figura 2).

Les plaques estan constituides per agregats de prote-
ines A-beta immunoreactives amb |'anticos Anti-A-
beta dirigit contra el peptid 1-42.

Cortex occipital

Cortex frontal

Figura 2 Detecci6 de
» plaques amiloides en el

cortex cerebral de Micro-

cebus murinus 973.
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Taula 2. Nombre de
gens expressats
detectats en el cortex
temporal.

[I-2. Transcriptoma del cortex temporal

Els RNA sén extrets del cortex temporal de I'hemisfe-
ri esquerre dels animals (kit RNeasy Qiagen). La quali-
tat dels RNA és controlada (Bioanalyzer, Agilent).

Els RNA sén transformats en RNAc per hibridar-se
sobre dels esquers dels fragments de DNA. Sén frag-
ments de genoma huma Affymetrix U133 Plus2.0 con-
tenint 54 675 esquers. Després de la hibridacié, la
intensitat del senyal és detectat i enregistrat per |'es-
caner (Gene Chip 3000, Agilent). Les dades son ales-
hores tractades pel GCOS de I'estacié Affymetrix.

[I-3. Analisis de les dades transcriptimiques
Deteccid dels RNA presents en el cortex temporal de
Microcebus.
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[I-4. Analisi global de les dades

Les dades son triades primer, ja que els gens en que el
RNA és absent en tots els animals sén eliminats. Els
gens detectats presents son aleshores classificats en
funcié del senyal d'intensitat d'hibridacié. Els senyals
son tractats amb el programa Cluster i Treeview (Eisen
etal., 1998).
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Figura 3. Classificaci6 i reagrupament de les dades transcriptomiques
pels programes Cluster i Treeview. Cada columna correspon a un ani-
mal: les femelles (linia rosa) i els mascles (linia blava). Cada linia corres-
pon a un gen. Per cada gen, els senyals sén classificats en relacié amb
el valor mitja. El color verd indica que la intensitat és inferior a la mitja-
na, el gen esta subexpressat. El color vermell indica que la intensitat és
superior a la mitjana, el gen esta sobreexpressat. Els tres grups d'ani-
mals, joves, ancians i ancians amb plaques amiloides expressen perfils
diferents.

[1-5. Analisis modulars

Les dades seguidament sén triades i classificades en
funcié de llurs activitats cel-lulars i de llurs implicacions
en diferents moduls funcionals. Els moduls que han
estat analitzats més particularment sén els que inter-
venen en les vies de senyalitzaci6 de la malaltia d'Alz-
heimer, el control de la supervivéncia o de la mort
cel-lular (apoptosi), el control de danys i reparacié del
DNA, I'estrés oxidant, la inflamacid i les citocines, els
factors trofics, les diferents vies de senyalitzacié intra-
cel-lulars i els factors de transcripcid, la neurotrans-
missié amb més particularment la transmissié gluta-
mat i GABA, el citoesquelet, les proteines de la matriu
extracel-lular i les mol-lécules d’adhesié. Per cada
modul, els gens son classificats i comparats en funcié
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de cada grup d'animals: joves, ancians o ancians amb
plaques amiloides. Els gens diana son els que expres-
sen una diferencia d'expressio significativa en un grup
en relacié amb els altres grups. L'interval de canvi pres
en consideracié varia d'un factor multiplicatiu (-3) a
(+3).
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Els gens identificats en qué I'expressié varia en el curs
de I'envelliment o bé en les dades dels animals porta-
dors de plaques amiloides sén actualment controla-
des per diferents analisis estadistiques. Entre aques-
tes analisis, les variances entre els grups es comparen
per I'’Anova amb el programa “R”. Els gens dels quals
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I'expressid és significativa son reagrupats en una llista
de gens interessants. Les variacions d'expressi6 d'a-
quests gens son en curs de validacié per PCR quanti-
tatiu (real time PCR).

Aquestes analisis permeten, doncs, construir una llista
de gens en qué I'expressid sera modificada en el
decurs de I'envelliment o per la neurodegeneracié.
Nosaltres assagem de determinar els lligams biolo-
gics i fisiologics entre aquests diferents gens utilitzant
els diferents pathways coneguts utilitzant els progra-
mes apropiats (Ingenuity, Agilent) o de banc de dades
com Gene Ontology (http://www.geneontology.org/).

IV- Discussié

Els notres resultats mostren que el nombre de gens
detectats com a expressats en el cortex cerebral del
Microcebus murinus és coherent amb els resultats
obtinguts per altres primats no humans amb els micro-
xips de DNA Affymetrix humans de nombroses gene-
racions (Marmanova et al., 2003; Khaitovitch et al.,
2004; Duce et al., 2008). Per tant, el nostre model
lemuria és pertinent per prosseguir el nostre estudi
transcriptomic sobre |'envelliment cerebral. Podem,
doncs, comparar I'expressié dels gens entre animals
joves i ancians sans.

Els primers estudis han estat portats recentment al’ho-
me o a d'altres grans primats no humans, pero el nom-
bre de mostres roman restringit (Lu et al., 2004; Fraser
etal., 2005; Duce etal., 2008). Les recerques en aquest
domini han de ser desenvolupades i consolidades. La
identificaci dels gens que estan implicats en els pro-
cessos d'envelliment ha de permetre establir un perfil
d’expressi6 especific diferent del d'un envelliment
normal.

El nostre model lemuria presenta |'avantage de ser un
model natural de la malaltia de tipus Alzheimer. En
efecte, alguns individus ancians desenvolupen de
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forma natural la formacié de plaques amiloides men-
tre que en els models de rates i ratolins, la formacié de
les plaques ha de ser induit. Hem mostrat un perfil
d'expressi6 dels gens diferents entre els animals
ancians sans i els portadors de plaques. Els moduls en
que observem les més fortes variacions d'expressid
dels gens estan implicades en la transmissio sinaptica,
en la senyalitzaci6 de factors trofics i les vies de senya-
litzaci6 intracel-lular (per a revisid, Mattson, 2004).
Estem en curs d'identificacié dels gens en qué I'ex-
pressio esta modificada significativament i els compa-
rem amb les dades obtingudes en I'home (Blalock et
al., 2004). Aquest estudi ha de permetre trobar els
gens diana que encara no han estat identificats.
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