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1.- RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se
caracteriza por dos tipos de agregados proteicos: extracelulares (placas seniles) e
intracelulares (ovillos neurofibrilares, ONF). Los ONF estan formados principalmente
por la proteina tau hiperforforilada. Varias quinasas pueden fosforilar tau, incluyendo
Gsk3, MAP quinasa, la proteina quinasa A y la quinasa dependiente de ciclina 5
(cdkS5). Se ha postulado que la desregulacion de cdk5 seria un evento determinante en la
hiperfosforilacién de tan en la EA. cdk5 se asocia con la proteina p35, expresada
predominantemente en neuronas, por lo que la mayor actividad de cdk5 est4 concentrada
en sistema nervioso. La sobreexpresion de p25 (fragmento proteolitico de p35) en varios
modelos de ratones transgénicos produce un aumento en la actividad de cdk5 que
conlleva hiperfosforilacién de tau, muerte neuronal y astrogliosis. Con estas evidencias
de la participacion del complejo cdk5/p35 en procesos de neurodegeneraciéon como la
EA, se gener6 un modelo de ratén transgénico condicional para expresar la protefna p35
en cerebro de manera regulable con el sistema de expresién génica dependiente de
tetraciclina (Tet). Para ello se generd el vector BiTetO-p35/EGFP y se analizo la
expresién y la regulacién de este transgén en células N,A-tTA. Posteriormente, se
obtuvieron 4 lineas de amimales transgénicos fundadores (L3, L5, L7 y L9) que
transportan el transgén. Estos animales fueron cruzados con animales que sobreexpresan
tTA en el sistema nervioso central obteniéndose animales dobles transgénicos (BiTetO-
p35/EGFP y tTA). Mediante western blot se determiné que no hubo sobreexpresién de
p35 ni expresién de EGFP en todos los animales dobles transgénicos analizados.
Posiblemente debido a una inactivacién y un posterior silenciamiento de los transgenes.
Por ello, estudios desarrollados en cultivos primarios de neuronas mostraron que,
neuronas transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA en presencia de AB;.4 presentaron
mayor susceptibilidad a la neurotoxicidad inducida por el amiloide. El mecanismo de
accion del péptido involucraria la activacién de vias apoptéticas puesto que se determiné
que la mayorfa de las neuronas transfectadas que sobreexpresaban p35 eran positivas

para caspasa 3 activada. Ademds, se determiné que en neuronas hipocampales la




reversion de la sobreexpresion de p35 con tetraciclina revirtié en parte la muerte de las
neuronas por apoptosis. Estos resultados demuestran la participacion del complejo
cdk5/p35 y un posible sinergismo con la via amieloidogénica en la induccién de

apoptosis en neuronas hipocampales.




ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by the
presence of two protein aggregates found both extracellular (Senile Plaques) and
intracellularly (Neurofibrillary Tangles, NFT). NFT are mainly composed by
hyperphorphorylated tau. To date several protein kinases have been implicated in the
phosphorylation of tau protein, including Gsk33, MAP kinase, protein kinase A and
cyclin-dependent kinase 5 (cdk5). A deregulation in the activity of cdk5 had been
postulated to participate in the abnormal tau hyperphosphorylation found in AD.
Activation of cdkS5, occur after the association of cdk5 with p35, a neuron-specific
activator, explaining that the activity of cdk5 is found predominantly in the nervous
system. The over-expression of p25 (a proteolytic fragment of p35, induced by limited
proteolysis due to calpain) in transgenic mice models induce an increase in the activity
of cdk5, responsible for increased taun hyperphosphorilation, neuronal death and
astrogliosis. With these evidences that implicate does cdk5/p35 in AD, we generated a
conditional transgenic mice model that over-express p35 protein in brain under the
control of the tetracycline dependent system (Tet). A BiTetO-p35/EGFP vector was
generated and assayed in N>A-tTA cells for both expression and regulation. Then, we
obtained four transgenic mice founders (L3, L5, L7 and L9). These animals were then
breed with mice that over-express tTA in the central nervous system in order to obtain
double transgenic animals (BiTetO-p35/EGFP and tTA) which over-express p35 in the
forebrain. As denoted by western blots assay neither EGFP nor p35 were over-expressed
in the brain of double transgenic mice. An explanation for these results could be related
with inactivation and silencing of the transgenes. Finally, mouse hippocampal neurons
were transfected with BiTetO-p35/EGFP and tTA in the presence of Api.42. Neurons
over-expressing p35 and EGFP displayed increased immunofluorescence against
activated caspase 3 (a canonical apoptosis marker). Additionally, the reversion of p35
and EGFP over-expression with tetracycline was able to decrease the amount of cells
displaying activated caspase 3. Altogether, these results implicate the participation of the
cdk5/p35 complex in the events ocurring after AB addition leading to apoptosis and a




possible sinergisms with the amieloidogenic pathway in the induction of apoptosis in

hippocampal neurons.




2.- INTRODUCCION

2.1.- La Enfermedad de Alzheimer

2.1.1.- Perspectiva Histérica.

Alois Alzheimer publicé en 1907 su ahora famoso trabajo con la descripcion de
los cambios cognitivos e histopatolégicos de la paciente Auguste D., a la que él atendia
desde el afio 1901. Pocos afios después, en 1910, el alumno del Profesor Alzheimer,
Emil Kraepelin designé esta nueva entidad con el apellido de su maestro, y desde
entonces este mal se conoce como enfermedad de Alzheimer (EA). Con posterioridad,
en 1911, Alzheimer describi6 con detalle un nuevo caso al presentar la historia clinica de
Johan F., que acompafio con im4genes histopatolégicas muy ilustrativas de las lesiones

en el cerebro (Beyer, 2002; Graeber y col., 1997) (Figura 1.

2.1.2.- Etiopatologia y Epidemiologia

La EA es un desorden neuropsiquistrico que afecta principalmente a la poblacién
mayor de 65 afios de edad y es la causa mas frecuente de deterioro mental tanto en el
periodo presenil (menos de 65 afios) como en el senil. Esta enfermedad se caracteriza
por una pérdida progresiva de la de memoria, desordenes cognitivos severos, y una

pérdida de las capacidades de atencién y de raciocinio. Se considera la primera causa de
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Figura 1: Historia de la Enfermedad de Alzheimer. A) En 1907, Alois Alzheimer,
siquiatra y neuropat6logo alemén describi6 la enfermedad que después llevaria su
nombre. B) En 1901, ingresé una paciente de 51 afios de edad llamada Augusta D en el
hospital de Francfurt con cuadro clinico que posteriormente seria analizado por Alois
Azheimer. C) Tincién de placas amieloides clasicas en la corteza de un paciente con
Alzheimer (Graeber y col., 1997).




demencia en la vejez (Ferry and Katzman, 1983; Maccioni y col, 2001a). La

etiopatologia de la EA se puede dividir en dos partes:

a) Enfermedad de Alzheimer Familiar (EAF): afecta entre el 3 y el 5% de los

pacientes debido a transmisién autosémica dominante de alteraciones en varios genes
principalmente en los genes para las presenilina 1 y 2, presentes en los cromosomas 14 y
1, respectivamente, o de la proteina precursora de amiloide, APP (comosoma 21). La

edad de presentacion de la EAF suele ser antes de los 65 afios.

b) Enfermedad de Alzheimer Esporadica (EAE): Ia etiologia de esta enfermedad es

multifactorial con diversos factores de riesgo, que incluyen la vulnerabilidad genética, la
edad y factores de riesgo ambientales, como traumatismos, problemas en la nutricién,
héabitos y estilos de vida, que parecen favorecer su desarrollo. Los traumatismos
craneoencefélicos graves tanto como el estrés crénico y problemas neuro-psiquiatricos
como la depresi6n y otros pueden ser factores que contribuyen a la aparicién de la EAE.

Sobre el 95% de los pacientes con la EA entran en esta categoria.

2.1.3.- Anatomia Patolégica.

Esta enfermedad se caracteriza macroscépicamente por una atrofia cerebral
difusa que predomina en las circunvoluciones de las 4reas de asociacién con relativa

preservacion de las 4reas motora primaria, somatosensorial y  visual.




Microscépicamente se distingue por la formacién de agregados proteicos extra e
intracelulares que desencadenan muerte neuronal lo que lleva a un creciente dafio
cognitivo principalmente en la corteza e hipocampo, y que finalmente desencadena la
muerte neuronal (Ferry and Katzman, 1983; Yankner, 1996; Maccioni y col,, 2001a).
Las principales manifestaciones en estado avanzado de esta enfermedad son las

placas seniles (PS) y los ovillos neurofibrilares (ONF) (Figura 2A).

a) Las Placas Seniles: tienen un didmetro que oscila entre 5 y 150 pm y constan de un

nacleo central que contiene amiloide y materiales inorgénicos, como aluminosilicatos,
rodeado de neuritas en diverso grado de degeneracién (Figura 2B). Los depositos
extracelulares son acumulos de filamentos proteicos altamente insolubles, formados por
depositos del péptido hidrofébico de 4kDa denominado beta-amieloide (AB). AB es el
producto del procesamiento proteolitico de la proteina precursora APP. AB puede formar
depositos extracelulares, que son inicialmente no-fibrilares y luego fibrilares dando

origen asi a las PS (Goedert y col., 1991; Price y Sisodia, 1998; Selkoe, 2000).

b) Ovilles Neurofibrilares: Los ONF son estructuras filamentosas argiréfilas que se

sitian en el soma neuronal y las dendritas (Figura 2C). Estén formados por manojos de
filamentos helicoidales apareados (PHF) de 10 nm de espesor. Estudios
inmunocitoquimicos han revelado que en la composicién de estos filamentos intervienen
proteinas de los neurofilamentos y proteinas asociadas a los microtibulos,

mayoritatiamente la proteina tau (Goedert y col., 1991; Maccioni y col., 2001b).
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Figura 2: Agregados proteicos presentes en la EA. A) Esquema donde se muestran las
PS y los ONF en las neuronas. B) En un corte de cerebro humano de un paciente con EA
se observa un PS formada por una masa redondeada hialina (amiloide) rodeada de
fibrillas tefiidas con tincién de Bodian. Objetivo 500x C) Los ONF son agregados
intracelulares presentes dentro de neuronas de corteza e hipocampo. La figura muestra ‘
un corte de hipocampo tefiido con la tincion de plata Bielschowsky. La flecha indica una |
neurona con ONF.
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Las lesiones basicas en la enfermedad de Alzheimer se distribuyen por la
neocorteza y la paleocorteza. El 4rea entorrinal se afecta selectivamente, lo que
coniribuye a la desaferenciacién del hipocampo. También degeneran los niicleos de
proyeccién cerebral colinérgicos (nticleo basal de Meynert, banda djagonal de Broca y
nucleo septal medial), serotoninérgicos (niicleos de rafe) y noradrenérgicos (locus

ceruleus).

2.2.- La proteina tau

La proteina tau pertenece a la familia de protefnas asociada a microtiibulos
(MAPs). Tau ha sido caracterizada como un importante promotor del ensamblaje de
tubulina para formar los microtibulos (MTs), su unién a los MTs reduce la inestabilidad
dindmica de éstos incrementando la asociacién de tubulina al extremo en crecimiento y
reduciendo su disociacién de los MTs (Maccioni y Cambiazo, 1995; Avila y col., 2004).

Existen dos grandes vias de regulacién de la actividad de tau en la célula
nerviosa. La primera esti dada por la expresion de isoformas de tan como resultado del
empalme alternativo. En el cerebro humano, el empalme alternativo del mRNA genera 6
diferentes isoformas de tau con largos entre 352 y 441 amino4cidos. Estas isoformas
difieren la una de la otra por tener 3 o 4 repeticiones de 18 aminoscidos en la region
carboxilo terminal, y que constituyen el dominio de unién a tubulina (TBD). La
presencia de 3 o 4 repeticiones se correlaciona con la estabilizacién de los MTs, A
mayor numero de repeticiones, mayor estabilidad de los MT, y viceversa (Maccioni y

Cambiazo, 1995). Cuatro de las isoformas de tau poseen las cuatro repeticiones; dos
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isoformas poseen 3 repeticiones y la isoforma fetal posee tres repeticiones (Avila y col.,
2004).

La segunda via de regulacibn de tau se refiere a modificaciones
postraduccionales, esencialmente fosforilaciones y glicaciones (Maccioni y Cambiazo,
1995; Avila y col, 2004). Las fosforilaciones normales determinarian el grado de
interaccién de tau con los MTs y su actividad estabilizadora. Sin embargo,
hiperfosforilaciones anémalas de tau facilitarfan los cambios conformacionales que la
transforman en una proteina que. se autoagrega, formando los PHF y posteriormente los
ONF (Maccioni y Cambiazo, 1995; Avila y col., 2004). Diferentes protefnas quinasas
han sido implicadas en la fosforilacién de tau, incluyendo la glicégeno sintasa quinasa
3P (Gsk3B) (Hong y col., 1997), MAP quinasa, la proteina quinasa A (Schneider y col.,
1999) y la quinasa dependiente de ciclina 5 (cdk5) (Alvarez y col., 1999; 2001; Patrick y
col., 1999) entre otras. Nuestro laboratorio participé de la serie de descubrimientos que
llevaron a demostrar el papel critico en la desregulacion de cdk5 como evento primario
en la cascada de reacciones que llevan a la hiperfosforilacién de tau y sus efectos en
promover el desarrollo de la EA (Baumann y col., 1993, Yamaguchi y col., 1996;
Senéupta y col., 1997; Alvarez y col., 1999, Patrick y col., 1999, Munoz y col., 2000;

Alvarez y col., 2001).

2.3.- La Quinasa Cdk5

En los 15 afios posteriores al descubrimiento de la quinasa dependiente de ciclina

5 (Cdks), varias importantes funciones han sido asignadas a esta quinasa, incluyendo
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migraciéon neuronal, liberacién de neurofransmisores, plasticidad neuronal, memoria,
aprendizaje, adiccién, y apoptosis, estableciendo a cdk5 como un regulador clave de las
funciones neuronales (Pareek y col., 2006). Ademas, en los ultimos afios, muchas
evidencias indican que la desregulacién de esta quinasa est4 implicada en la patologia de

enfermedades neurodegenerativas (Maccioni y col., 2001b; Dhavan y Tsai, 2001).

2.3.1.- Caracteristicas del Complejo Cdk5/p35

La cdkS es una serina/treonina quinasa con actividad postmitética que fosforila
motivos proteicos KSP sobre MaplB, KSPXK sobre tau (Maccioni y col., 2001b;
Dhavan y Tsai, 2001), y KSPXX sobre proteinas de los neurofilamentos (Sun y col.,
1996). Esta quinasa perteneciente a la familia de las quinasas dependientes de ciclinas.
cdk5 tiene sobre un 60 % de homologja con CDC2 y edk2, sin embargo ningiin papel se
le ha atribuido a esta quinasa en la regulacién del ciclo celular. La proteina cdk5 se
expresa en todos los tejidos y se ha detectado una mayoritaria actividad quinasa asociada
en el sistema nervioso (Dhavan y Tsai, 2001; Maccioni y col., 2001b). Ademas, se ha
detectado cdk5 activa en tejidos no mneuronales, tales como mioblastos, unién
neuromuscular, células hematopoyéticas y durante la espermatogénesis (Dhavan y Tsai,

2001; Fu y col., 2005).

2.3.2.- Regulacién de la Cdk5
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La principal forma de regulacién de otros miembros de la familia Cdks es su
asociacion con su ciclina activadora. ¢dk5 se une a dos activadores, no ciclinas, que son
P35 y p39, para producir su funcién. A pesar del hecho que p35 y p39 tienen poca
similitud de secuencia a las ciclinas, estudios de modelamiento molecular y mutagénesis
han predicho que p35 puede adoptar una estructura terciaria como ciclina (Dhavan y
Tsai, 2001). Ademas, el grupo de Tarricone y col. (Tarricone y col., 2001), cristalizé la
proteina cdk5 urida a p25, un fragmento proteolitico de 208 residuos carboxilo terminal
del activador p35, y se demostré que p25 se pliega en una conformacién muy similar a la
de las ciclinas (Tarricone y col., 2001). En este.contexto, y considerando la perspectiva
fisiopatolégica, nuestro laboratorio y otros investigadores lograron demostrar que en la
via hacia el Alzheimer, la interaccién de p35 con cdk5 activada mediante fosforilacién
sobre Ser159 lleva a un complejo altamente estable (Sharma y col., 1999; Alvarez y col.,
2001; Mufioz y col., 2000), que incrementa de manera incontrolada su actividad
fosforilante de tau, en sitios Ser202 y Thr205, evento critico en la etiopatogénesis de la

EA (Alvarez y col., 1999; 2001).

2.3.3.- Expresién Espacial y Temporal de p3Syp39

Cdk5 se expresa en la mayorfa de los tejidos, no obstante altos niveles de
actividad quinasa son detectados mayoritariamente en el sistema nervioso (Tsai y col,,
1993). Esto se explica por el patrén de expresion de sus activadores, p35 y p39, que es
alto en neuronas postmitéticas (Zheng y col., 1998). La expresion temporal y espacial de

p35 'y p39 en el cerebro parece ser complementaria (Cai y cols., 1997; Zheng y col,,
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1998; Wu y col., 2000). Estas proteinas fueron localizadas espacial y temporalmente en
distintos compartimientos subcelulares. P39 se expresa en SNC postnatalmente en
cambio p35 tiene un pico de expresién en el desarrollo del SNC. P39 se expresa
principalmente en compartimientos sindpticos tales como conos de crecimiento,
fracciones insoluble a detergente y fracciones de membrana (Humbert y col., 2000a;
Humbert y col., 2000b; Dhavan y Tsai, 2001). Por otro lado, se sabe que p39 puede
compensar algunas (pero no todas) de las funciones de p35 (Ko y col., 2001). Sin
embargo, la carencia de un fenotipo visible del ratén KO de P39 permite argumentar que

p35 puede enmascarar la ausencia de p39 (Ko y col., 2001).

2.3.4.- Localizacién de p35y p39

Estudios inmunocitoquimicos mostraron que la sefial de p335 es intensa en la
periferia celular, y que tanto p35 como p39 estdn enriquecidos en las fracciones de
membrana (Nikolic y col., 1998; Humbert y col., 2000b). Un hallazgo de importancia ha
sido el encontrar una sefial N-terminal de miristoilacién en P35 y p39 que destina estas
proteinas a la membrana celular (Patrick y col., 1999; Dhavan y Tsai, 2001). Cuando se
sobreexpresa cdk5 no presenta un patrén de distribucién especifico, pero cuando se co-
expresa con p35 se localiza en dominios de la membrana celular (Patrick y col., 1999).

Es decir, la distribucion de cdk5 es dependiente de la distribucion de p35 y p39.

2.3.5.- Degradacion de p35

14




Experimentos de pulso y caza en cultivos primarios de neuronas corticales y en
células transfectadas mostraron que p35 es una proteina inestable con una vida media de
20-30 min en neuronas corticales (Patrick y col., 1998). p35 es multi-ubiquitinado y
degradado a través de la via del proteosoma. La inhibicién de la actividad de cdkS por
roscovitina aumenta la estabilidad de p35 varias veces. Esto se debe probablemente a la
disminucién de la fosforilacion de p35 por Cdk5 (Patrick y col., 1998). Estas
observaciones posiblemente reflejen una fina regulaciéon de la actividad de cdk5
mediante un feedback negativo en neuronas. Por otro lado, p25 tiene una vida media de

5 a 10 veces més larga que p35 correlacionédndose con un aumento en la actividad de

cdk5 (Patrick y col., 1999).

2.3.6.- Regulacién transcripcional de p35-y Cdk5

cdk5 es regulada a nivel transcripcional por el factor de transcripcién AFosB.
AFosB es inducido en hipocampo y en otras regiones del cerebro por repetidos ataques
electroconvulsivos, un efectivo tratamiento antidepresivo (Chen y col., 2000; Dhavan y
Tsai, 2001). Ademés, AFosB puede ser inducido por exposicion crénica a cocaina (Bibb
y col. 2001; Dhavan y Tsai, 2001). AFosB se une a JunD y forma el complejo activador
de protefna-1 (AP-1), el cual se une al promotor del gen cdkS5 e induce su transcripcion
(Chen y col., 2000; Bibb y col., 2001; Dhavan y Tsai, 2001). Por otro lado, la regulacion
de p35 a nivel transcripcional es inducida mediante receptores del tipo integrinas o por
el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Paglini y col., 1998; Li y col., 2000; Harada y

col,, 2001). La cascada de las MAPK, es requerida para la regulacién de la expresion de
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p35 inducida por NGF (Harada y col., 2001), o por IL-6 (Quintanilla y col., 2004) a
través de la induccién del factor de transcripeion egrl. Adicionalmente, se ha descrito
que otros factores de transcripcién como Brn-1 y Brn-2 se unen al promotor de p39 y
p35 y regulan su expresion durante el desarrollo del sistema nervioso central (McEvilly
y col, 2002). Recientemente se ha descrito que factores de transcripcién pronuclear
basic helix-loop-helix (bHLH) tales como neuroregulina 1 y 2 (Ngnl/2), Mashl y
NeuroD pueden regular la expresién de P35 durante el desarrollo y la migracion
neuronal (Ge y col., 2006). Por tiltimo, tanto la expresién de cdk5 como de p35 aumenta
por el tratamiento con cocaina, debido a un aumento del factor de transcripcién AFosB

(Bibb, y col., 2001; Dhavan y Tsai, 2001).

2.4.- Funciones del Complejo Cdk5/p35

Un importante mecanismo para regular numerosos procesos es la fosforilacién de
sustratos por quinasas especificas. El complejo cdk5/p35 ha sido implicado en el
desarrollo y el mantenimiento del sistema nervioso central. cdk5 participa en la
migracién neuronal, dinidmica de actina, estabilidad y transporte de MT, adhesién
celular, guia axonal, estructura sindptica, endocitosis, memoria ¥ aprendizaje, apoptosis

y dolor entre otros procesos (Dhavan y Tsai, 2001; Pareck y Kulkarni, 2006).

2.4.1.- Migracién Neuronal
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Los ratones deficientes en cdk5 o sus activadores (35 y p39) poseen defectos en
el posicionamiento de neuronas postmitéticas en el cerebro (Ohshima y col., 1996; Chae
y col, 1997; Ko y col., 2001). Para entender Ia naturaleza de los defectos en Ia
migracién se realizé un estudio ex vivo en neuronas migrando provenientes de ratones
KO p35 (Gupta y col., 2003). Las diferencias de migracién neuronal entre los ratones
sugiere que el fenotipo de laminacién invertida en la neocorteza de KO p35 esta unido a
la disrupcién en el modo de migracién dependiente de glia radial. Mas que una
migracién dependiente de glia que fue predominante en ratones wild fype, las neuronas
en los ratones KO p35 migran primariamente a través de mecanismos independientes de
glia (Gupta y col., 2003). Por otro lado, los ratones KO P39 no presentaron diferencias
en la laminacién de las principales estructuras del cerebro. Esto se debe principalmente a
que p35 puede suplir Ia falta de p39 (Ko y col., 2001). Por otra parte, cdk5 fosforila la
tirosina quinasa FAK, que es el mayor regulador de la movilidad celular a través de las
adhesiones focales. Esta fosforilacién desencadena una reorganizacion en el
citoesqueleto de actina y en una pequefia red de MT que acompafian al nticleo de las
neuronas migrando (Xie y col., 2003; Samuels y Tsai, 2004). Ademas, cdkS fosforila a
doblecortina (Dcx) y disminuye su afinidad por los MT y por ende regula la migracion

neuronal (Tanaka y col., 2004).
2.4.2.- Dinamica de Actina

La sobreexpresion de p35 y p39 en fibroblastos produce reorganizacién del
citoesqueleto de actina y la formacién de lamelipodios y filopodios (Humbert y col.,

1998; Nikolic y col., 1998). La familia Rho de las pequeiias GTPasas es importante en

]
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regular la dindmica de actina, y miembros de esta familia estan directamente implicados
en guia axonal, crecimiento de neuritas y movilidad celular (Dhavan y Tsai, 2001). En
cultivos neuronales, p35 y cdk5 estdn localizados en Ia periferia de los conos de
crecimiento, co-localizando con F-actina, RAC y su efector PAK1 (Nikolic y col.,
1998). CdkS fosforila a PAK1 de manera dependiente de RAC, lo que resulta en una
disminucién en la actividad quinasa de PAK1. Debido a que PAK-1 esta implicada en la
polimerizacién de actina, esta modificacién de PAK1 regula la dindmica de actina en
neuronas promoviendo migracién neuronal y crecimiento neuritico (Nikolic y col,
2001). Por otra parte, se ha postulado que cdk5 estaria modulando via Racl y Cdc42 el
ordenamiento del citoesqueleto de actina, en una via en que interviene cofilina (Ariadna

Mendoza-Naranjo, Tesis Doctoral 2005).

2.4.3.- Estabilidad y Transporte de MT

cdk5 se asocia con el citoesqueleto de MT, y puede ser purificada desde MT del
cerebro de bovino (Ishuguro y col., 1992). Varias MAPs, incluyendo a las MAPs
axonales MaplB y tau, son sustratos de cdk5 (Ishuguro y col.,, 1992; Paglini y col.,
1998; Maccioni y col., 2001; Dhavan y Tsai, 2001). La fosforilacién de Map1B por c¢dk5
en neuronas cerebelares estd implicada en la extension de neuritas (Paglini y col., 1998).
La fosforilacién de tau (una MAP especifica de neuronas) por cdk5 reduce la unién de
tau a MT, inhibiendo la habilidad de tau para promover el ensamble de MT (Patrick y
col., 1999). cdk5 también fosforila neurofilamentos (Veraanna y col., 1995; Sun y col.,
1996). Los neurofilamentos tienen una funcién bien establecida en el control del calibre

de los axones. Debido a esto, se ha determinado que en el ratén transgénico que
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sobreexpresa p25 hay un aumento en el grosor de los axones (Ahlijanian y col., 2000)
que posiblemente se deba a la fosforilacién de los neurofilamentos por el complejo
cdk5/p25 (Ahlijanian y col., 2000). Por otro lado, cdk5 puede fosforilar la cadena pesada
de los neurofilamentos regulando asi el transporte axonal de neurofilamentos (Ackerley
y col., 2003). Cdk5 también participa en el transporte axonal, principalmente por la
fosforilacién de Nudel (proteina homologa a NUDE de Aspergillus) (Dhavan y Tsai,
2001; Gupta y col., 2002). Nudel es expresado en cerebro, donde se asocia con dineina,
el principal motor retrégrado. Por otro lado, cdk5 también participa en el transporte
anterogrado debido a que la inhibicién de cdks, guia a la activacion de la quinasa
GSK3B, la cual fosforila la cadena liviana de kinesina (motor anterogrado) y libera el
cargo transportado (Morfini y col., 2004).

2.4.4.- Adhesion Celular

Una de las caracteristicas de los ratones deficientes en p35ycdk5Seslafallaenla
migracion de neuronas nacidas tardiamente de atravesar las neuronas preexistentes en la
corteza. Un posible mecanismo que podria explicar este fenotipo es la participacion de
cdk5/p35 en la adhesién celular. Mediante expetimentos de doble hibrido se determiné
que p35 interactiia con B-catenina. Las proteinas P35 y B-catenina interactuan in vitro y
en células COS transfectadas. Inclusive, hubo asociacién entre el complejo cdk5/p35 y
el complejo B-catenina-N-cadherina en corteza. Ademas, la transfeccion de cdk5/p35 en
células COS conlleva una disminucién en la interaccién entre B-catenina/N-cadherina y

por lo tanto una pérdida en la adhesién celular (Kwon y col., 2000). Ademss,
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recientemente se determiné que el complejo cdk5/p35 fosforila a B-catenina y regula su

interaccion con presenilinal (Kesavapany y col., 2001).

2.4.5.- Guia Axonal

El complejo cdk5/p35 se ha implicado en Ia regulacion de la guia axonal en el
sistema nervioso (Brown y col., 2004; Del Rio y col., 2004; Uchida y col., 2005). cdk5
estd implicada en la sefializacion de Semaforina-3A (Sema3A) y de Netrina. Un
componente de la via de sefializacién de semaforina es CRMP-2 (collapsin response
mediator protein-2), una fosfoproteina neuronal que participa en el crecimiento axonal y
la dindmica de MT. cdk5 fosforila a CRMP-2 en Ser522, y esta fosforilacién fue
esencial para el colapso del cono de crecimiento inducida por Sema3A (Brown y col.,
2004; Uchida y col., 2005). Por otro lado, cdkS participa en la sefializacién de Netrinal
principalmente por la fosforilacién de Map1B inducida por Netrina 1 (Del Rio y col.,

2004).

2.4.6.- Estructura Sindptica

cdk5, p35 y p39 son abundantemente expresados en cerebro adulto. Ademis,
ellos estdn presentes en fracciones subcelulares que son enriquecidas en membranas
sindpticas (Humbert y col., 2000; Dhavan y Tsai, 2001). En el terminal presinaptico
cdk5 fosforila a sinapsina 1, muncl8 y amfifisina. Estas proteinas estan implicadas en

neurosecrecién y endocitosis (Dhavan y Tsai, 2001). Por otro lado, en el terminal
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postsindptico cdk5 fosforila a PSD-95, una proteina andamio implicada en el
agrupamiento de proteinas en la densidad postsindptica glutamatérgicas, lo que
desencadena una inhibicién en el clustering de receptores NMDA en estas sinapsis
(Morabito y col., 2004). Por otro lado, cdk5 participa del desarrollo de la unién
neuromuscular (Fu y col.,, 2001; Fu y col., 2005). En ratones deficientes de cdk5, hay
defectos en el clustering de receptores de Acetilcolina (AchR) y en la neurotransmisién,
determinado por una mayor frecuencia de MEPP (miniature end-plate potencial) en KO
cdkS. Ademss, las proyeccién motoras axonales son aberrantes, revelando el papel

esencial de cdk5 en la regulacién del desarrollo de las sinapsis neuromusculares (Fu y

col., 2005).

2.4.7.- Endocitosis

La endocitosis de vesiculas sindpticas (EVS) es mediada por una familia de
proteinas llamadas defosfinas, que incluyen amfifisina 1, dinamina 1, sinapsina,
Munc18, entre otras (Nguyen y Bibb, 2003; Tan y col,, 2003; Tomizawa y col., 2003).
Estas proteinas son constitutivamente fosforiladas y luego desfosforiladas en respuesta a
excitacion del terminal presindptico por calcineurina. Dos grupos han identificado a
cdk5 como la enzima responsable de la fosforilacién de dinamina 1 (Tan y col., 2003;
Tomizawa y col.,, 2003). No obstante, los hallazgos de estos dos grupos difieren
sustancialmente, y las implicaciones de sus datos para el papel de cdk5 en EVS parecen
estar en completa oposicién. Por un lado, Tan y colaboradores demostraron que cdk5
fosforila a dinamina 1 en Ser774 y Ser778 siendo esencial para la EVS (Tan y col.,

2003), mientras que Tomizawa y colaboradores determinaron Ia fosforilacién dinamina
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1 cdk5 en Thr780 regula negativamente la EVS (Tomizawa y col., 2003). En resumen,
no esta claro si cdk5 aumenta o inhibe la EVS, o cdk5 puede cumplir ambos papeles
dependiendo del round de endocitosis (Nguyen y Bib, 2003). Ademas, cdk5 puede
fosforilar a sinapsina (Matsubara y col, 1996) y Muncl8 (Shuang y col, 1998)

regulando sus funciones en la endocitosis.

2.4.8.- Memoria y Aprendizaje

La formacién de memoria requiere una serie de procesos moleculares, tales como
fosforilacién de proteinas, expresion génica y sintesis de proteinas de novo, guiando a
cambios estructurales y funcionales de las neuronas (Fischer y col., 2002). Mediante
hibridizacién subtractiva se determiné que cdk5 se expresa diferencialmente en cerebro
de ratones estresados con respecto a ratomes control. La inyeccién de butirolactona
(inhibidor de cdk5) en el hipocampo disminuye el aprendizaje asociativo. En efecto, un
aumento transiente en la actividad de cdk5 dentro del sistema hipocampal se requiere
para procesos como aprendizaje y memoria (Fisher y col., 2002). Por otro lado,
cdk5/p35 puede interactuar con la subunidad o de la proteina quinasa II dependiente de
Cat2/calmodulina (CamKIIo) y o-actinina, dos proteinas localizadas en la densidad
postsindptica (PSD) (Dhavan y col., 2002). Esta asociacién podria sugerir un crosstalk
entre las vias de transduccion de CamKIa y cdk5 y podria ser un componente mas del
complejo mecanismo que contribuye a la plasticidad sinéptica, memoria y aprendizaje
(Dhavan y col, 2002). Por otra parte, en un ratén transgénico condicional que

sobreexpresa transientemente p25 seguido de represion del transgén, se determiné un
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mejoramiento de la potenciacién a largo plazo (LTP) y una facilitacién de la memoria
dependiente de hipocampo. En cambio, una prolongada expresion de p25 en este mismo
ratén causa severos déficit cognitivos, los que fueron acompafiados por pérdida neuronal

y sindptica y disminucién en LTP (Fischer y col., 2005).

2.4.9.- Apoptosis

In vivo, la actividad de cdk5 es fuertemente regulada. La ausencia de cdkS es
letal para desarrollo del sistema nervioso central. Sin embargo, demasiada actividad de
cdk5 es también toxica a las células, particularmente a neuronas, guiando a apoptosis
neuronal bajo condiciones fisiologicas y patolégicas (Patrick y col., 1999; Weishaupt y
col., 2003; Gong y col., 2003). cdk5 participa en la apoptosis neuronal por medio de la
fosforilacién de varios sustratos, entre los cuales esta el factor de transcripcion MEF2
(Gong y col., 2003), la quinasa N-terminal c-Jun (JNK3) (Liy col., 2002), Ia proteina

supresora de tumores p53 (Zhang y col., 2002), entre otras.

2.4.10.- Dolor

Recientemente, se ha implicado a la participacion de cdk5 en las vias del dolor
(Pareek y col., 2006a; Pareek y Kulkarni, 2006b). Tanto cdk5 como P35 se expresan en
neuronas nociceptivas, que estdn encargadas de censar la respuesta inflamatoria
periférica. Adema4s, en ratones KO para p35, los que muestran una disminuida actividad
de cdk5, mostraron retardo en la respuesta a un estimulo doloroso. En cambio, ratones

que sobreexpresan p35 (Takahashi y col., 2005), los cuales muestran elevado niveles de
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actividad de cdk5, fueron mas sensibles al estimulo doloroso (Pareek y col., 2006a). La
via de transduccion de sefiales de proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) esta
implicada en el dolor. cdk5 regula esta via a través de la fosforilacién de Mekl,

regulando asi la activacién de ERK1/2 (Pareek y Kulkarni, 2006b).

2.5.- Modelos Genéticos para CdkS y p35

cdk5 y su activador especifico neuronal p35 son moléculas esenciales para la

migracion neuronal y para la organizacién en estratos de las estructuras laminadas del

cerebro como corteza, hipocampo, cerebelo y bulbo olfatorio (Ohshima y col., 1996;

Chae y col., 1997; Dhavan y Tsai, 2001).

2.5.1.- Ratones Transgénicos Para Cdk5

Los ratones nulos para cdk5 son letales perinatalmente y presentan inversién de

de las principales estructuras laminadas del cerebro (Ohshima y col., 1996). A causa que
cdkS se expresa tanto en neuronas como en astrocitos, no ha sido claro si el fenotipo
letal observado en los animales KO para cdk5 es primariamente atribuible a defectos en
neuronas o astrocitos. Por lo tanto, en el afio 2001 se generd un ratén transgénico que
sobreexpresa cdk5 bajo el promotor de p35 en un background genético nulo para cdk5
(Tanaka y col,, 2001). Estos animales fueron fértiles y viables a pesar que la expresién
de cdk5 fue limitada principalmente a neuronas. Por ello, en este trabajo quedd
claramente demostrado que la actividad de cdk5 es necesaria para un desarrollo normal y

la sobrevida de neuronas expresando p35 (Tanaka y col., 2001).
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2.5.2.- Ratones Transgénicos Para p25.

A la fecha, se han generado cuatro modelos de ratones transgénicos que
sobreexpresan p25, un fragmento proteolitico de p35 (Ahlijanian y 081., 2000;
Takashima y col., 2001; Bian y col., 2002; Angelo y col., 2003). De estos cuatro
modelos, solo dos presentan perturbaciones a nivel ultraestructural en la organizacion
del citoesqueleto, debido principalmente a una amplia degeneracion axonal (Ahlijanian y
col., 2000; Bian y col., 2002). Estos cambios son localizados predominantemente en
amigdala, tdlamo, hipotadlamo y corteza. La sobreexpresion de p25 resulta en un aumentc
de la actividad de cdk5 que fue suficiente para producir hiperfosforilacién de la proteina
tau en fosfoepitopes de tipo Alzheimer (Ahlijanian y col., 2000; Bian y col., 2002). En
cambio, en los otros dos modelos transgénicos de sobreexpresién de p25, no se
observaron cambios en la organizacion del citoesqueleto (Takashima y col., 2001
Angelo y col., 2003). En estos ratones no hubo hiperfosforilacion de la proteina tau ni
muerte neuronal, al contrario de lo que ocurre en los modelos transgénicos mencionados
anteriormente. Las discrepancias en los resultados obtenidos puede deberse
principalmente a los distintos promotores del transgén utilizados y por ende, a los
diferentes niveles de sobreexpresion del transgén en los 4 modelos transgénicos
generados (Takashima y col., 2001; Angelo y col., 2003).

En los cuatro modelos transgénicos de p25 analizados no se observé formacion
de ONF, uno de los principales agregados intracelulares en la EA. En cambio, en ratones
que sobreexpresan mutantes de la proteina tau, principalmente en Val337 o Pro301 si

hubo formacion de ONF (Tanemura y col., 2001, Gétz y col., 2001a; Gtz y col., 2001b;
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Lewis y col., 2001). Por otro lado, se generé un ratén doble transgénico mediante e
cruce de una ratén transgénico que sobreexpresa p25 (Ahlijanian y col., 2000) con un
raton que sobreexpresa la proteina tau humana mutante P301L (Lewis y col., 2001). Los
ratones dobles transgénicos p25/tau produjeron un aumento en la hiperfosforilacién y
agregacion de tau, lo que conlleva a un aumento en la formacién de ONF comparados
con animalés simple transgénicos de tau. Es decir, un aumento en la actividad de cdk5
por p25 considerablemente genera un aumento en el desarrollo de la patologia

neurofibrilar (Noble y col., 2003).

Cruz y colaboradores generaron un ratoén transgénico que sobreexpresa p23
condicionalmente en cerebro anterior postnatal mediante el sistema de expresion
dependiente de tetraciclina (Cruz y col., 2003). Estos animales transgénicos presentan
pérdida de neuronas en corteza e hipocampo, seguido de atrofia cerebral, astrogliosis
activacion de caspasa 3 (marcador de apoptosis). Ademads, en estos animales la proteina
tau endogena fue hiperfosforilada y se generaron agregados de tau y hubo un progresivo

desarrollo de la patologia neurofibrilar (Cruz y col., 2003).

2.5.3.- Ratones Transgénicos Para p35.

Se han generado 2 ratones transgénicos que sobreexpresan p35 (Van den Haute y
col., 2001; Takahashi y col, 2005). El primer ratén transgénico de p35 fue generado por
el grupo de Van den Haute y colaboradores. Estos animales sobreexpresan p35 en
cerebro lo que conlleva un aumento en la actividad de cdk5 que no fue suficiente para
hiperfosforilar Ia proteina tau. Posiblemente, debido a que el nivel umbral de produccién

de p35, necesario para una efectiva activacién de cdk5 para actuar como una quinasa de
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tau, no fue alcanzado en estos animales (Van den Haute y col., 2001). Por otro lado, el
grupo de Kulkarni y colaboradores generaron dos ratones transgénicos que
sobreexpresan p35 en un background nulo para p35 (Tgp35;p35-/-) y en un background

wild type (Tgp35) (Takahashi y col., 2005). En los ratones Tgp35;p35-/- la

A4

sobreexpresion de p35 revirtié los defectos en Jaminacion de la corteza en animales K¢
para p35. Por otro lado, los niveles de la proteina p35 fueron 1,6 veces mas altos en
ratones Tgp35 con respecto a ratones wt (Takahashi y col., 2005). Ademés en estos
ratones Tgp35 se demostré que el aumento en la actividad de cdk5 generado por la
sobreexpresion de p35 contribuye a la atenuacién de la sefializacion de dopamina

mediada por cocaina (Takahashi y col., 2005).

2.6.- Desregulacion de Cdk5 y Neurodegeneracion

La actividad de cdk5 es regulada principalmente por la expresion y la
localizacion de p35. El mejor ejemplo de desregulacion de cdk5 es a través del corte
proteolitico mediado por calpaina de p35 generando p25 (Lee y col., 2000). Una
potencial relacién entre cdk5/p25 y la patologia de los ONF en la EA ha sido propuesta
basados sobre los elevados niveles de p25 detectados en los cerebros de pacientes con
Alzheimer (Patrick y col., 1999; Tseng y col., 2002, Otth y col., 2000). Analisis ir vitro
apoyan esta hip6tesis, ya que altos niveles de p25, pero no de p35, en cultivos primarios
de neuronas de ratéon aumenta la fosforilacion de tau y hay una disrupcion del
citoesqueleto (Patrick y col., 1999; Van den Haute y col,, 2001). Adem4s, una aguda

exposicion al péptido AP, o agentes que causan un influjo de calcio, pueden inducir una
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protedlisis inducida por calpaina de p35 a p25 (Lee y col., 2000; Alvarez y col., 1999),
aunque esto no necesariamente aumenta la fosforilacién de tau en células en cultivo
(Kerokoski y col., 2002). Inversamente, la toxicidad de AP puede ser reducida por
inhibidores de cdk5, tales como butirolactona (Alvarez y col., 1999; Lee y col., 2000;
Munoz y col., 2000; Alvarez y col., 2001). Estos resultados han sido interpretados
sugiriendo que altos niveles de AP en la EA puede gatillar la conversién de p35 a p25,
guiando a la activacion de c¢dkS y a una consecuente hiperfosforilacion de tau. No
obstante, al ensayar esta hip6tesis en ratones transgénicos que sobreexpresan p25 se han
generado resultados conflictivos con respecto al aumento en la fosforilacion de tau y una
falla en generar ONF (Ahlijanian y col., 2000; Takashima y col., 2001; Bian y col.,
2002; Angelo y col., 2003). Ademas, el aumento de los niveles de p25 en el cerebro de
pacientes con EA no ha sido corroborado (Taniguchi y col., 2001; Takashima y col.,
2001; Yoo y Lubec, 2001; Tandom y col., 2003). En conjunto estos antecedentes no
arrojan una clara conclusién respecto del verdadero papel de p25 como el fragmento
activador responsable del aumento de fosforilacion de la proteina tau en la EA.

Debido a la gran cantidad de discrepancia que hay acerca de la participacion del
complejo cdk5/p35 o cdk5/p25 en los procesos neurodegenerativos en la EA, el tema de
estudio de la presente tesis ha sido la comprension de la participacién de p35 en la
neurotoxicidad mediada por el amieloide tanto en un modelo iz vivo (un modelo de ratén
transgénico condicional que exprese la proteina p35 en cerebro de manera regulable)
como in vitro (cultivos primarios de neuronas transfectados para sobreexpresar a p35).
En el caso del modelo in vivo se escogio el sistema dependiente de tetraciclina (tTA).

Este sistema binario puede ser regulado ya que la transcripcion del transgén de interés
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depende de la presencia de una proteina viral denominada el transactivador de
tetraciclina (tTA). La proteina tTA puede tener dos conformaciones espaciales
dependiendo de si esta o no, unida a tetraciclina o un analogo como la doxiciclina. En el
sistema que utilizaremos en esta tesis, el tTA cambia su conformacién tridimensional
cuando se le une tetraciclina, y este cambio impide que tTA pueda unirse a las regiones
regulatorias del transgén de interés, apagando de esta forma la expresion de dichos
transgenes. Es por esto, que el sistema se denomina Tet-Off.

Este sistema de expresion condicional dependiente de tetraciclina ya ha sido
utilizado para estudiar varias enfermedades neurodegenerativas (Yamamoto y col., 2000;
Lucas y col., 2001; Cruz y col. 2003). Por lo tanto, es interesante analizar de forma

regulada la sobreexpresion de p35 y su contribucion a la EA.
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3.- HIPOTESIS

La sobreexpresion de p35, activador neuroespecifico de cdk3, en cultivos

celulares y en el sistema nervioso central de un ratén transgénico condicional produce un

aumento en la actividad de cdk5, y potencia la muerte debida al péptido AB.
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4.- OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral es analizar los mecanismos
en torno a la desregulacién del sistema cdk5/p35 en el contexto de los procesos
neurodegenerativos asociados a la EA, basados en los hallazgos de nuestro laboratorio
enfre otros, que apuntan hacia un mecanismo por el cual se desregula la actividad del

complejo originando hiperfosforilacion en la proteina tau.

4.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Desarrollar un modelo de ratén transgénico condicional que sobreexprese p35 en el

sistema nervioso central.

2.- Analizar la participacién de p35 en los procesos neurodegenerativos en relacién con

la EA.

2.1.- Caracterizacion genotipica de los animales

2.2.- Caracterizacion fenotipica de los animales

3.- Establecer la relacién entre el péptido AP y la via de cdk5/p35 en el contexto de la

neurodegeneracion en la EA.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- MATERIALES

5.1.1.- Material Biologico

La cepa de ratones C57BL/6J tTA (Mayford y col. 1996) fue gentilmente donada
por el Dr. J. Lucas (Madrid, Espafia). También se utilizé la cepa de ratones FVB para
generar los animales transgénicos BitetO-p35/GFP. Ademas, se utiliz6 la linea celular
N2A (neuroblastoma de ratén) (ATCC-CCL-131). Por otro lado, se utilizé la cepa de E.
coli DH5a (Promega).

L 3

5.1.2.- Reactivos Quimicds y de Cultivo Celular

Los reactivos y productos quimicos de uso general utilizados en el desarrollo de
esta tesis fueron obtenidos de Sigma, TCL, Calbiochem, Winkler y Sudelab. Las
peliculas autoradiograficas de FujiFilm (HR-U30). El medio Neurobasal (NB), Hank
(HBSS), suplemento N2 y B27 de Gibco. Los oligonucleétidos fueron obtenidos de
Invitrogen. Reactivo quimioluminicente para western blot ECL fue obtenido de Perkin
Elmer. El péptido amieloide se obtuvo por “custom made” sintesis Global Peptide para

el Laboratorio del Dr. Maccioni.
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5.2.- METODOS

5.2.1.- Cultivo Celular

La linea N,A-tTA expresa constitutivamente el transgén tTA. Estas células
fueron crecida en medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (FBS)
(Gibco) al 10%, 100 pg/mL de penicilina y estreptomicina (Gibco) y G418 Sulfate
(Gibco) 250 pL/mL y cultivadas en placas de cultivo a 37°C, en un incubador con 5%
de CO2 y humedad controlada al 95% hasta alcanzar la densidad deseada.

Cultivos primarios de neuronas de hipocampo se prepararon de embriones en
E18 de ratones FVB, segiin protocolo descrito por Banker y Cowan, 1977. El tejido se
resuspendi6 en tampén Hank -Tripsina EDTA 0,25% (Gibco) y se incub6 por 10 min a
37°C. Después de 3 lavados con HBBS el tejido se disocio mecanicamente con pipeta
Pasteur. Las células se sembraron en medio neurobasal (NB)-10% de suero de caballo
(Gibco), suplementado con ImM de glutamina y piruvato (Gibco), durante 3 horas a una
densidad de 20.000 células/cm®. Posteriormente se cambi6 el medio a NB-B27 o NB-N2
(Gibco), suplementado con 1 mM de glutamina y piruvato (Gibco). Los cultivos se

mantuvieron en incubador humidificado a 37°C y 5% de CO,.

5.2.2.- Clonacién de p35 en el Vector BiTetO-EGFP
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El cDNA de p35 se amplific a partir de un plasmidio donado gentilmente por el
Dr. A. Céceres (Cérdoba, Argentina), con los siguientes partidores sentido y antisentido
(Invitrogen™) que contienen en sus extremos las secuencias de corte de las enzimas de
restriccion Mlul (partidor sentido: 5"-GAC GCG TAT GGG CAC GGT GCT GTC C-
3") y Nhel (antisentido: 5-GCG CTA GCG GCT CAC CGA TCC AGC C-3"). Luego el
producto amplificado p35 se cloné en el vector TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen™)
y posteriormente el ¢cDNA p35 se liber6 al digerir con las enzimas Nhel y Ml
(Fermentas), y se cloné en el vector BiTetO-EGFP (Clontech) digerido con las mismas
enzimas. Por ultimo, los clones positivos se analizaron mediante analisis de restriccién y

por secuenciacion.

5.2.3.- Transfeccion de Lineas Celulares

Para verificar la funcionalidad del vector recién construido, se transfecté la linea
celular de neuroblastoma de ratén N,A-tTA con el vector BiTetO-p35/EGFP durante 48
h. Se utilizé el reactivo de transfeccion TransFast™ (Promega) y/o Lipofectamina 2000
(Invitrogen™) mas Opti-MEM (Invitrogen™) como vehiculo de transfeccién segin

protocolos establecidos por el fabricante.

5.2.4.- Preparacion de los Extractos de Proteinas Para Estudios de

Inmunodeteccién e Inmuneprecipitacion
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Despugs de las 48 h de transfeccion, se retird el medio de cultivo y las células
fueron lavadas 3 veces con PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 27 mM, Na,HPO4+7H,0 4.3
mM y KH;PO4 1.4 mM, pH=7.3) y homogenizadas con 150 pL de tampén de lisis RIPA
(Tris 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP-40 1%, desoxicolato de sodio
0,5% y SDS 0,1%) mas inhibidores de proteasas (PMSF 100 pg/mL, aprotinin 2 pg/ml.,
leupeptina 2 pM y pepstatina 1 pg/ml) mediante raspado de las placas de cultivo con
scraper. Posteriormente, a los homogenizados se agregd 1% de Triton X100 y luego
fueron sonicados. Los extractos fueron centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C y

las proteinas contenidas en el sobrenadante se cuantificaron por medio del método de

Bradford modificado (BioRad).

5.2.5.- Inmunodeteccion

En experimentos de western blot, las proteinas del sistema nervioso fueron
separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de 6% a 15% madas SDS
0,1%, transferidas a membranas de nitrocelulosa y procesadas mediante un
procedimiento estandar descrito por Alvarez y col. 1999. De 10 a 30 ug de proteinas se
cargaron en un gel de acrilamida, que luego fue tfrasferido a una membrana de
nitrocelulosa. Posteriormente, se bloqueé 1 h a TA en PBS-Tween20 0,05%-leche 5%, y
luego se incubd toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios preparados en PBS-
Tween20-leche 1%. Al dia siguiente, las membranas se lavaron 3 veces por 10 min a TA
con PBS-Tween20 0,05%. Luego se incubd el anticuerpo secundario también preparado

en PBS-Tween20 0,05%-leche 1% por 1 h a TA, y las membranas fueron lavadas
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finalmente con PBS-Tween20 0,05% por 3 veces por 10 min a TA. El reactivo ECL
(Perkin Elmer) fue agregado a las membranas durante 2 min y posteriormente las

membranas fueron expuestas a Film (Fujifilm HR-U30) y luego reveladas.

5.2.6.- Inmunoprecipitacion

De 200 a 500 pg de extractos proteicos de células N2A transfectadas con el
vector BiTetO-p35/EGFP fueron incubados con 5 pL de proteina A 50% (Sigma) por 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente esta mezcla se centrifugé a 1000 rpm por
10 min a 4°C, se recuperé el sobrenadante y se incubé a 4°C toda la noche con 5 pL de
un anticuerpo policlonal anti-CdkS (C8) (Santa Cruz Biotechnology). Al otro dia, se
agregré 20 pL. de proteina A 50% (Sigma) a los inmunoprecipitados por 2 h a 4°C.
Luego los IPP se centrifugaron 1000 rpm por 10 min a 4°C para obtener los
inmunocomplejos. El pellet obtenido se lavé 3 veces con tampén RIPA. Finalmente los

pellet que contienen los inmunocomplejos fueron fraccionados en geles de SDS-PAGE.

5.2.7.- Ensayo de Actividad de Cdk5

Los ensayos de actividad quinasa in vitro fueron realizados segtin protocolos
descritos por Alvarez y col, 2001. Los inmunocomplejos precipitados en el paso
anterior (inmunoprecipitacién) con el anticuerpo anti-cdk5 fueron lavados 3 veces con
tampon RIPA y una vez con tampoén quinasa (Hepes 50 mM, MgCl, 10 mM, MnCl, 5

mM, DTT 1 pM) més ATP frio 1 uM. Estos inmunoprecipitados se incubaron con 2,5
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pg de histona H1 més 5 uCi [y-°2P] ATP en un volumen de 50 L por 30 min a 30°C.
Después de la incubacion, las reacciones fueron analizadas por fraccionamiento en geles
SDS-PAGE, luego fueron transferidas a nitrocelulosa y autoradiografiadas en el equipo
Phospholmager. Posteriormente, la cantidad de cdk5 de cada ensayo quinasa fue

ensayada en las mismas membranas mediante western blot.

5.2.8.- Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia fueron realizados segiin protocolos
descritos por Alvarez y col., 2001. Brevemente, células N2A y neuronas hipocampales
fueron crecidas sobre coverslip. Luego fueron fijadas con una mezcla de
paraformaldehido 4%-sacarosa 4% por 20 min a 37°C. La permeabilizacién se realizé
con Metanol frio a -20°C por 10 min y con PBS1X-trit6n x-100 0,1% por 10 min. Luego
los coverslip fueron bloqueados durante 1 h con BSA al 5% e incubadas durante toda la
noche a 4°C o 1 h a T.A. con los anticuerpos primarios preparados en BSA 1% en
PBS1X. Luego, los coverslip fueron lavados 3 veces con PBS1X e incubados durante 1
h a T.A. con anticuerpos secundarios anti-rabbit y anti-mouse acoplados a isotiocianato
de fluoresceina (FITC), Rodamina (TRIC) y Alexa Fluor 546 (Molecular Probes).
Después de 3 lavados con PBS1X, los coverslip fueron montados sobre portaobjetos con
el reactivo Fluorsave (Calbiochem) y visualizados en el microscopio confocal invertido

LSM 510 (Zeiss).

5.2.9.- Extraccion de DNA Genomico de Colas de Ratén
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Se disect6 una biopsia de cola de ratén (1 cm) y se agregd 500 uL de Buffer de
digestioén de tejido (50 mM tris pH=8,3; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA y 0,8% SDS) y 4
pL de proteinasa K 20 mg/mL. Esta mezcla fue incubada con agitacién a 55°C de 2 a 4
h. Una vez disuelto el tejido se agreg6 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico 25/24/1 y se centrifugd 10 min a 14000 rpm. Se separé la fase acuosa y se
agreg6 otro volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25/24/1, se centrifugé 10
min a 14000 rpm y a la fase acuosa se le agregd 1/10 volumen de Acetato de sodio 3 M
pH 5.2 y 2,5 volumenes de etanol puro. Se agitd por inversion hasta la formacién de un
ovillo de DNA, el cual fue resuspendido en 100 pL de H,O precalentada a 55°C por 10

min. El DNA resuspendido fue guardado a -20°C.

5.2.10.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para analizar el genotipo de los ratones, se extrajo DNA genémico de las colas de
los animales (segtin protocolo arriba descrito), y posteriormente se realizé un PCR con
partidores especificos contra EGFP y tTA (InvitrogenTM). La secuencia de los partidores
de EGFP son las siguientes: EGFP sentido 5",-AAG TTC ATC TGA ACC ACC G-3"y
EGFP antisentido 5-TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG-3". El protocolo de
amplificacién consistié en 30 ciclos de 0,5 min a 94°C, 1 min a 62°C y lmina72°Cy
se obtuvo un fragmento de tamafio 173 pb. Los partidores para tTA son: tTA sentido 5'-
ACT AAG TCA TCG CGA TGG AGC-3" y tTA antisentido 5-CGA AAT CGT CTA

GCG CGT CGG-3". El protocolo de amplificacién consisti6 en un pre-PCR de 5 min a
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94°C, 1 min a 53°C y 1 min a 75°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 40 s a 53°C y

1 min a 72°C. La amplificacién generé un producto de 593 pb.

5.2.11.- Extraccién de RNA Total y RT-PCR

Se extrajo RNA total de cerebro de ratén (corteza, hipocampo y cerebelo)
mediante el reactivo TRIZOL (Invitrogen™). El tejido (100 mg) més 1 mL de TRIZOL
fue homogenizado mecénicamente en un homogenizador de vidrio. Se incubé por 5 min
y se adicion6 200 pL de cloroformo, se agit6 por 15 sy se incub6 3 min a T.A. Después
de la centrifugacién a 12000 rpm por 15 min a 4°C, se separ6 la fase acuosa y se le
adicion6 500 uL de isopropanol. Se incub6 por 10 min a T.A. y se centrifugd a 12000
rpm por 10 min a 4°C. El RNA se lavé con 1 mL de etanol 75%. Se centrifugd y el
pellet de RNA se resuspendié en 50 pl. de agua libre de RNAsas. Para determinar la
concentracion y la pureza de RNA se midi6 la OD260 nm y 280 nm.

La reaccién de transcripcién inversa se realizé similar al protocolo que trae la
enzima Super Script II (Invitrogen™). Por otro lado, como control de la reaccién de RT-
PCR se utilizaron los siguientes partidores contra cdk5: cdks sentido 5-ATT GTG GCT
CTG AAG CGT GTC-3" y cdkS5 antisentido 5'-CTT GTC ACT ATG CAG GAC ATC-
3". El protocolo de amplificacion consisti6 en 30 ciclos de 0.5 min a 94°C, 1 min a 55°C

y 1 min a 72°C. La amplificacion gener6 un producto de 138 pb.

5.2.12.- Southern blot
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A partir de DNA genomico de las colas de los ratones, se procedié a genotipar a
los animales usando la técnica de Southern blot (Sambrook y Russell, 2001). Para ello,
10 pg de DNA fueron digeridos con BamHI, y una vez separados por electroforesis en
geles de agarosa al 0,8% fueron transferidos a membranas GeneScreen Plus (NEN).
Posteriormente las membranas fueron incubadas en 0,5M tampén fosfato pH 7.0 que
contenia, 1% BSA, 7% SDS, 15% formamida y 1 mM EDTA. Luego de preincubar las

membranas durante 1 h a 60°C en esta solucion, se agregé una sonda del gen GFP

marcada con dCTP-P32 por el sistema RediPrime (Amersham) y se incubaron toda la
noche a 60°C. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas 1 vez durante 1 h con 0,15
M tampén fosfato més 0,1% SDS, y dos veces por 30 min con 0,03M tampén fosfato
mas 0,1% SDS. Posteriormente las membranas fueron expuestas durante varios dias a -
70°C y finalmente los resultados fueron analizados en el equipo Molecular Image

(BioRad).

5.2.13.- Transfecciones Simples, Dobles y Triples de Neuronas Hipocampales de

Raton.

Cultivos primarios de neuronas hipocampales de 2 a 3 dias fueron transfectados
con: a) Solo Lipofectamina, b) BiTetO-p35/EGFP, c) BiTetO-p35/EGFP y tTA y d)
BiTetO-p35/EGFP, tTA y CFP (vector de expresion constitutiva). Se retir6 el medio de
cultivo se incubaron con los vectores durante 3,5 h en medio Opti-MEM (Gibco). Luego

se retir6 la solucién de transfeccion y se incubaron con NB-B27. Se agregd tetraciclina
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lug/mL y se incub6 durante 24 h. Al cabo de ese tiempo las neuronas fueron fijadas y

permeabilizadas para luego realizar la inmunocitoquimica.

5.2.14.- Agregacion del Péptido B-Amieloide

El péptido AP;.4; fue obtenido mediante sintesis ordenada para el Laboratorio del
Dr. Maccioni por el sistema “custom made” a Global Peptide. Para obtener fibras
amiloides de AB;.4; se indujo la formacién mediante agitacion (Evans y col., 1995). Se
resuspendio 1 mg de péptido liofilizado en 67 pL de DMSO estéril, se le adicionaron
933 uL de PBS estéril y se dejo agitando durante 7 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd a 14000 rpm por 30 min a 4 °C, para finalmente
resuspender el sedimento en PBS estéril a una concentracién de 1 pg/pL. La formacién

de las fibras amieloides se confirmé por microscopia electrénica, en microscopio

JEOLX100 de la Unidad de Microscopia Avanzada (UMA) del Instituto Milenio CBB.

5.2.15.- Ensayo de Citotoxicidad

Luego de transfectar neuronas hipocampales con los vectores arriba descritos, se
agregd 10 pM de APy, durante 24 h. Posteriormente las neuronas fueron fijadas y
permeabilizadas. El nivel de apoptosis fue determinado mediante el kit In Situ Cell
Death Detection (Roche) y mediante inmunofluorescencia contra caspasa 3 activada.
Las preparaciones fueron analizadas utilizando el microscopio Confocal Zeiss LSM 510

de la Unidad de Microscopia Avanzada (UMA) del Instituto Milenio CBB.
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5.2.16.- Estadistica

Se llevaron a cabo analisis estadisticos paramétricos (ANOVA, Test Tukey HSD,

Test de Student) y no paramétricos (Test Mann Whitney y Test de Fisher).
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6.- RESULTADOS

6.1.- GENERACION DE UN RATON TRANSGENICO CONDICIONAL
6.1.1.- Sistema de Expresién Condicional (tet-off)

Para la generacién de un ratén transgénico condicional se utilizé el sistema
dependiente de tetraciclina (Furth y col., 1994; Kistner y col., 1996; Mayford y col.,
1996). La regulacién del transgén se alcanzo a través de un transactivador regulado por
tetraciclina (tTA), una proteina de fusién entre el domini;> de unién del represor tet y el
dominio de activacién VP16 (Furth y col., 1994). Esta proteina se une especificamente
al operador tetO e induce la transcripcién de un promotor minimo de citomegalovirus
(CMV) adyacente. La combinacién de ambos, tTA y elementos TetO permite la
expresion continua de un transgén dado. Tetraciclina y sus anslogos pueden unirse a
tTA. Cuando esto sucede, TA no puede unirse a TetO y la transcripcién es inhibida. Se
generé un ratén transgénico usando un vector con un promotor bidireccional
respondedor TetO seguido del cDNA de p35 en una direccién y el cDNA de la proteina
fluorescente verde mejorada (EGFP) en la otra direccién (Figura 3A). Estos ratones se
designaron como BiTetO-p35/EGFP. El otro componente necesario para la expresion de
p35y EGFP en nuestro sistema binario, fire el transgén tTA. Este transgén se encuentra
codificado en un segundo animal transgénico bajo el control del promotor
calcio/calmodulina quinasa Ilo. (CamKIlo) (Mayford y col., 1996). En estos ratones la

expresion del transgén tTA estd condicionada al sistema nervioso central, con una
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Figura 3: Disefio del ratén transgénico condicional. A: Representacion esquematica del
vector BitetO de expresion inducible. Este vector consiste de 7 copias de una secuencia
operador palindrémica llamada tet flanqueada por dos secuencias promotoras minimas
CMV en orientaciones divergentes. El promotor bidireccional estd seguido por el cDNA
de p35 en una direccion y el cDNA de EGFP en la otra. B: Representacion esquematica
del sistema de regulacion dependiente de tetraciclina. La transcripcion de la molécula
tTA esta regulada por el promotor de la CamKIIa.. En su forma activa, tTA se une a las
secuencias operadoras tet comandando la expresion de ambos transgenes. La tetraciclina
o su analogo doxiciclina pueden inhibir la expresion de los transgenes debido a la unién
atTA.




expresion particularmente alta en el cerebro anterior adulto (Mayford y col., 1996).
Cuando los ratones BiTetO-p35/GFP son cruzados con ratones CamKIIo-tTA, la
progenie doble transgénica constitutivamente expresard ambos transgenes (p35 y
EGFP). Esta expresion, no obstante, puede ser inhibida en presencia de tetraciclina o de

su analogo doxiciclina (dox) (Figura 3B).

6.1.2.- Clonamiento de cDNA de p35 en el Vector de Expresion Condicional

Se genero el vector bidireccional BiTetO que transporta p35 y EGFP. Para ello,
el cDNA de p35 se amplificé mediante PCR a partir del plasmidio con \los partidores
sentido (exiremo amino) y antisentido (exiremo carboxilo) que contienen en sus
extremos las secuencias de corte de las enzimas de restriccién Mlul y Nhel (Figura 4A).
Luego, el producto amplificado por PCR de p35 se purificé y se subclond en el vector
pCR®2.1-TOPO® (Figura 4B). Este subclonamiento ocurre ya que en los extremos de
los productos de PCR, la Taq polimerasa coloca una timina y el vector pCR®2.1-TOPO®
es un vector lineal con una adenina en cada extremo y de este modo, ambos fragmentos
se ligan (Figura 4C). Posteriormente, se liberé el cDNA de p35 con las enzimas Mlul y
Nhel y se cloné direccionalmente en el vector pBI-EGFP digerido con las mismas
enzimas (Figura 4D). Al digerir este tltimo vector con las enzimas Mlul y Nhel se
liber6 un fragmento sobre las 900 pb, lo cual es esperado ya que el fragmento de p35 es
de 924 pb (Figura 4E). A este vector, que transporta EGFP en una direccién yp35enla

otra direccién se le denominé BiTetO-p35/EGFP (Figura 4F). Para corroborar este

resultado se secuenci6 el vector BiTetO-p35/EGFP (Figura SA) con el partidor sentido
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Figura 4: Generacion del vector BiTetO-p35/EGFP. A: Mediante PCR con partidores
especificos contra p35 se obtuvo el cDNA de p35. 1) estandar 100 bp; 2) producto de
PCR p35 (0,924 Kb); 3) control negativo; flecha: indica el producto de PCR de p3S en
carril 2. B: Mapa del vector pCR*®2.1-TOPO®. C: Clonamiento del cDNA p35 en vector
pCR*2.1-TOPO®. 1) estandar 100 bp; 2) pCR*2.1-TOPO® digerido con Mlul y Nhel: 3)
pCR®2.1-TOPO® sin digerir; flecha: indica el cDNA de p35 liberado en el carril 2. D:
Mapa del vector pBI-EGFP. E: Clonamiento de p35 en vector pBI-EGFP. 1) pBI-EGFP
sin digerir; 2) pBI-EGFP digerido con Mlul y Nhel; 3) estandar 100 bp; flecha: indica el
¢DNA de p35 liberado en el carril 2. F: Mapa del vector BiTetO-p35/EGFP.
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Strand=Plus/Plus

Query 1 TGTCCCTGTCTCCCAGCATACCGGAAGGCCACGCTGTTTGAGGATGGCNCGGCCACCGTG 60
PERTEEREER et ber et et e e bbb e e e v
Sbjct 111 TGTCCCTGTCTCCCAGC-TACCGGAAGGCCACGCTGTTTGAGGATGGCGCGGCCACCGTG 169

Query 61 GGCCACTATACGGCCCTACAGAACAGCAAGAACGCCAAGCACAACAACCTCAAGCGCCAC 120
R R RN RN RN N R AR AR R RN AR AR RNY
Shjct 170 GGCCACTATACGGCCGTACAGAACAGCAARGAACGCCAAGGACAAGAACCTGAAGCGCCAC 229

Query 121 TCCATCATCTCCGTGCTGCCTTGGAAGAGAATCGTGGCCGTGTCGGCCAAGAAGAAGAAC 180
(AR N R R R R RN RN RN RN NN RN ANE]
Sbjct 230 TCCATCATCTCCGTGCTGCCTTGGAAGAGAATCGTGGCCGTGTCGGCCAAGAAGAAGAAC 289

Query 181 TCCAAGAAGGTGCAGCCTAACAGCAGCTACCAGAACAACATCACGCACCTCAACAATGAG 240
RN R R NN N NN RN RN AR AR
Sbjct 290 TCCAAGAAGGTGCAGCCTAACAGCAGCTACCAGAACAACATCACGCACCTCAACAATGAG 349

Query 241 AACCTGAAGAAGTCGCTGTCGTGCGCCAACCTGTCCACATTCACCCAGCCCCCACCGGCC 300
[N R RN AR RN RN RN AR RN RN AR RN AN
Sbjct 350 AACCTGAAGAAGTCGCTGTCGTGCGCCAACCTGTCCACATTCGCCCAGCCCCCACCGGCC 409
Query 301 CAGCCGCCTGCACCCCCGGCCAGCCAGCTCTCGGGTTCCCAGACCGGGGGCTCCTCCTCA 360
(RN NN RN RN RN RN RN AR RN R AR RN
Sbjct 410 CAGCCGCCTGCACCCCCGGCCAGCCAGCTCTCGGGTTCCCAGACCGGGGGCTCCTCCTCA 469
Query 361 GTCAAGAAAGCCCCTCACCCTGCCCTICACCTCCGCAGGGACGCCCAAACGGGTCATCGTC 420
(R R R RN R R R R AR RN RN RN RN RN RN A
Sbjct 470 CGTCAAGAAAGCCCCTCACCCTGCCGTCACCTCCGCAGGGACGCCCAAACGGGTCATCGTC 529
Query 421 CAGGCGTCCACCAGTGAGCTGCTTCGCTGCCTGGGTGAGTTTCTCTGCCGCCGGTGCTAC 480

IR RN RN RN R R RN RN R RN AR RN RN AR
Sbjct 530 CAGGCGTCCACCAGTGAGCTGCTTCGCTGCCTGGGTGAGTTTCTCTGCCGCCGGTGCTAC 589

Figura 5: Secuencia y alineamiento del vector BiTetO-p35/EGFP. A: el vector BiTetO-
p35/EGFP fue secuenciado con el partidor sentido de p35. B: Alineamiento de la
secuencia con la base de datos (BLAST). Se obtuvo sobre un 99% de identidad con el
cDNA de p35 de humano (N° de acceso: 558670).
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de p35 y luego de un alineamiento con la base de datos se obtuvo sobre un 99% de

identidad con el cDNA de p35 de humano (N° de acceso: 558670) (Figura 5B).

6.1.3.- Transfeccion del Vector BiTetO-p35/EGFP en células N,A-tTA

Se verificé la expresion del vector BiTetO-p35/EGFP en células No,A
transfectadas establemente con tTA. La eficiencia de transfeccion de estas células fue en
promedio de un 48+5,7 % determinado mediante la fluorescencia intrinseca de EGFP
(Figura 6). Ademas, se realizaron inmunofluorescencias contra p35, tau y B-tubulina de
estas células transfectadas. La proteina p35 se expresa constitutivamente en bajos
niveles. Luego de transfectar el vector BiTetO-p35/EGFP, los niveles de p35 aumentan
considerablemente y esto se corrobora por la expresion de EGFP en las mismas células,
es decir, ambos transgenes son expresados en las mismas células (Figura 7). Por otro
lado, los niveles de la proteina tau son muy bajos en células N,A-tTA. Por esta razén, se
co-transfectaron con un vector que transporta el cDNA de tau humana en presencia del
vector BiTetO-p35/EGFP. Con un anticuerpo contra tau total (Tau-5) se analizé la
expresion de tau en las mismas células EGFP positivas (Figura 7). Debido a que el
anticuerpo AT-8, que reconoce los residuos fosforilados en Ser202 y Ser205 en la
proteina tau, no funciona bien en inmunofluorescencia, se utiliz6 el anticuerpo reciproco
denominado Tau-1, que reconoce estos mismos residuos pero desfosforilados. En células
que sobreexpresan p35, y por ende poseen mayor actividad de cdk5, la marca para Tau-1
fue menor que en células no transfectadas en donde la marca para Tau-1 fue mas alta

(Figura 7). Es decir, indirectamente se demuestra que la sobreexpresién de p35 induce
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Figura 6: Transfeccion transiente del vector BiTetO-p35/EGFP en presencia y ausencia
de 1 pg/mL de tetraciclina en células N,A transfectadas establemente con el
transactivador (tTA). Mediante el conteo de células en microscopia en contraste de fase
y fluorescencia para EGFP se determind que la eficiencia de transfeccién de estas
células fue en promedio de 48+5,7% de células transfectadas. Las imagenes fueron
tomadas con el objetivo 20x del Microscopio Confocal.
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Figura 7: Inmunofluorescencia de células N2A-tTA transfectadas con el vector BiTetO-
p35/EGFP. En los paneles de izquierda a derecha se muestran imagenes de contraste de
fase, fluorescencia de EGFP y las distintas inmunofluorescencias con los anticuerpos
descritos a la derecha. Se analiz6 p35 (C19), Tau-5, Tau-1 y B-tubulina. Las imagenes
fueron tomadas con el objetivo 63x del microscopio confocal.
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una mayor fosforilacién de tau. Por wltimo, se utilizé un anticuerpo anti B-tubulina para
determinar que la morfologia de las células transfectadas y no transfectadas no cambio
sustancialmente (Figura 7).

Mediante western blots se determiné que ambos transgenes (p35 y EGFP) son
altamente expresados en células NoA-tTA Iuego de una transfeccion transiente de 48 h.
En cambio, la expresion de éstas proteinas disminuyé drésticamente en presencia de 1
pg/mL de tetraciclina, indicando que la expresién de ambos transgenes efectivamente
era dependiente de tetraciclina (Figura 8A). Los niveles endoégenos de p35 en estas
células son muy bajos, casi indetectables por western blot, por lo tanto la cuantificacién
de la expresién de p35 en células transfectadas fue muy alta (68,1 + 23,7; n=4) con
respecto a la expresion endbgena de p35. Ademas, en los extractos provenientes de
células transfectadas en presencia de tetraciclina hubo una dréstica disminucién de casi
10 veces con respecto a las células transfectadas sin tetraciclina (7,5+6,0 ;n=4 ;p=0,015 ;
Test Mann Whitney) (Figura 8B).

Por otro lado, se realizaron ensayos de actividad quinasa de los extractos
proteicos de células NpA-tTA transfectadas con BiTetO-p35/EGFP. Estos extractos
fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo policlonal anti-cdk5 (C8) y se utilizé
histona H1 como sustrato de la actividad quinasa y fésforo gama radioactivo (P*?). Los
niveles de cdk5 en cada inmunoprecipitado fueron analizados con anticuerpo
monoclonal anti-cdk5 (J3), encontrandose similares niveles en los tres casos analizados
(Figura 9A). Una vez cuantificada la incorporacién de ATP-P* a Histona HI se
determiné que la actividad de cdk5 aumenté cerca de 4 veces en células transfectadas

con BiTetO-p35/EGFP versus células sin transfectar (p<0,01 test Tukey HSD) y este
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Figura 8: Expresion y regulacion de transgenes en células NoA-tTA. A: Se transfectaron
células N2A-tTA con: 1) sin transfectar, 2) BiTetO-EGFP, 3) BiTetO-p35/EGFP y 4)
BiTetO-p35/EGFP mas 1 pg/mL de tetraciclina. Mediante western blot y con
anticuerpos especificos se determiné la expresién de p35 (C19, N20), EGFP y B-
tubulina en células. B: Cuantificacion de la expresién de p35 en células N2A-tTA
transfectadas (n=4) con BiTetO-p35/EGFP en ausencia (68,05+23,77) y presencia de
tetraciclina (7,48+6,03). El asterisco representa una diferencia significativa entre las
barras (p<0,015; Test Mann Whitney).
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Figura 9: Ensayo de actividad quinasa. A: Extractos proteicos de células N,A-tTA
transfectadas con BiTetO-p35/EGFP fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo
policlonal contra cdk5 (C8) y se realizé un ensayo de actividad quinasa con Histona H1
como sustrato (n=3). Incorporacién de ATP-P*? en Histona H1 en células 1) sin
tranfectar, 2) transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y 3) transfectadas con BiTetO-
p35/EGFP mas lug/mL de tetraciclina. Los niveles inmunoprecipitados de cdk5 no
varian en los tres casos analizados determinado mediante western blot con el anticuerpo
monoclonal contra cdk5 (J3). B: La actividad de Cdk5 aumenta en las células
transfectadas con BiTetO-p35/EGFP (0,960,06) versus células sin transfectar (0,24+
0,21; p<0,01 test Tukey HSD) y este aumento cae a los niveles basales en presencia de
tetraciclina (0,27+0,20; p<0,01 test Tukey HSD).
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aumento disminuyé6 a los niveles basales en presencia de tetraciclina (p<0,01 test Tukey
HSD) (Figura 9B). Con respecto al aumento de 68 veces en la expresién de p35 en
células transfectadas y correlacionando estos valores con un aumento de solo 4 veces en
la actividad de cdkS5, se puede especular que a pesar de la gran cantidad de P35 en estas
células, la limitante debe ser Ia cantidad de cdk5 endégena, quedando un exceso de p35.
Tomados en su conjunto estos experimentos demostraron que el vector generado para
hacer los animales transgénicos, expresaba ambos transgenes al mismo tiempo, que su
expresion era reversible y que el aumento de p35 tenfa un correlato funcional, como era

el aumento de actividad in vifro de la enzima cdks5.

6.1.4.- Preparacion del Vector BiTetO-p35/EGFP Para la Microinyeccién

Luego de analizar que el sistema de expresién condicional funciona en células
N2A-tTA, es decir, que se sobreexpresan ambos transgenes ¥ su expresion es regulada
por tetraciclina, entonces se prepar6 el vector BiTetO-p35/EGFP para la microinyecci6n.
Se ha descrito que la eficiencia de integracién de un vector linear aumenta mis de 5
veces con respecto a un vector circular (Brinster y cols, 1985). Por esta razén, el vector
BiTetO-p35/EGFP fue digerido con la enzima Vspl, que corta este plasmidio en dos
sitios (Figura 10A), obteniéndose dos fragmentos: el primero que corresponde a un
fragmento de 4.789 pb que contiene todos los elementos necesarios para la expresién de
EGFP y p35 condicionada por tTA; y un fragmento de 1.235 pb que se elimina (Figura
10B). Posteriormente el primer fragmento linear, que seguiremos llamando BiTetO-
p35/EGFP, se purifico del gel de agarosa y fue resuspendido en transgenic buffer estéril

y almacenado a -20°C hasta la microinyeccion.
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Figura 10: Linearizacion del vector BiTetO-p35/EGFP con la enzima de restriccion
Vspl. A: Mapa del vector BiTetO-p35/EGFP donde se sefialan los dos sitios de corte de
la enzima Vspl y 1 sitio de corte para Mlul. B: Gel de agarosa con el vector digerido: 1)
A-HindIII, 2) vector BiTetO-p35/EGFP digerido con Vspl. De esta digestién se generan
2 fragmentos de 4.789 pb (vector que contiene EGFP, el promotor y p35) y de 1.235 pb
(fragmento que se elimina). 3) vector BiTetO-p35/EGFP linearizado con Mlul.
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6.1.5.- Microinyeccién del Vector BiTetO-p35/EGFP

El vector BiTetO-p35/EGFP linearizado y purificado se microinyect6 en zigotos
en estado de pronticleos provenientes de ratones de la cepa FVB. .Estos zigotos fueron
implantados en el utero de ratonas pseudo-prefiadas hasta llevar a término el parto. Se
realizaron 5 rondas de microinyeccién y se obtuvieron un total de 37 animales (Tabla
N°1). Mediante analisis de PCR con partidores especificos para EGFP se determiné la
identidad de los animales transgénicos. De los 37 animales obtenidos después de la
microinyeccién, solo 6 animales fueron positivos para la PCR de EGEP (16,2% de
eficiencia de producci6n de transgénicos). De estos 6 animales, un ratén no transmitié el
transgén a la progenie (L1) y otro animal muri6, quedéndonos solo con 4 animales
transgénicos lo que representa el 10,8% de eficiencia de produccién de animales
transgénicos (Tabla N°1). Estos valores estan dentro del rango descrito en literatura

(Brinster y col., 1985).

6.2.- CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS ANIMALES

6.2.1.- Genetipificacién por PCR

Mediante PCR se determiné la expresién de EGFP en 5 animales fundadores, los

que corresponden a las 5 lineas transgénicas que fueron analizadas (L1,L3,L5 L7y

L9). Todas las lineas transgénicas analizadas presentaban el transgén de EGFP en sus
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Tabla 1: Microinyeccion del vector BiTetO-p3S/EGFP

Microinyeccion | N° total de | N° de animales | % de animales
animales positivos para positivos para
EGFP EGFP
1er Round 4 1
2do Round 5 0
3er Round 8 0
4t0 Round 8 0
5t0 Round 12 5
TOTAL 37 6 (4) 16,2 (10,8)
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DNAs genémicos. Por el contrario, los animales control (wild type) no presentaban
amplificacion por PCR del gen que codifica para EGFP (Figura 11).

Otro factor importante de analizar fue la transmisién del transgén BiTetO-
p35/EGFP de una generacién a otra, ya que los animales fundadores podrian no
transmitir el transgén a la progenie como se ha reportado en la literatura (Hammes y
Schedl, 2000). Por esta razén, se evalué mediante PCR las descendencias de las 5 lineas
fundadoras. Cuatro de los 5 animales fundadores transmitieron el transgén a la progenie
(L3, L5, L7 y L.9) y solo la L1 no transmitié el transgén a su descendencia (Figura 12)
por lo que este animal fundador no se sigui6 analizando.

Por otro lado, los animales transgénicos tTA también fueron genotipificados
mediante PCR con partidores especificos contra tTA. Ademss, se analiz6 la transmision

del transgén tTA a la progenie (Figura 13).

6.2.2.- Genotipificacién por Southern blot

Para confirmar la identidad de las 4 lineas transgénicas se utiliz6 una técnica mas
especifica que el PCR como es el Southern blot. Para ello, 10 ng de DNA gendmico
fueron digeridos con la enzima de restriccién BamHI, separados en gel de agarosa y
transferidos a una membrana de nylon que posteriormente fue hibridizada con una sonda
de EGFP marcada con dCTP-aP*. Las 4 lineas fundadoras dieron positivas para el
Southern blot contra EGFP, obteniéndose una banda de aproximadamente 0,76 Kb.
Ademas se observé distintas intensidades de banda entre cada linea, lo que sugiere un

distinto nimero de copias del transgén insertado en el DNA gendémico. Por otra parte, se
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Std LI N1 N2 I3 N3 N4 L5 N5 L7 N6 N7 L9 ()

Figura 11: Genotipificacion de los ratones transgénicos. Mediante PCR con partidores
especificos contra EGFP se determinaron cuales animales eran transgénicos (L1, L3, L5,
L7y L9) y wild type (N1, N2, N3, N4, N5, N6 y N7). Como control positivo se utilizé
un DNA control que contiene EGFP. El producto de PCR tiene un tamafio de 173 pb. La
banda que aparece en la parte de debajo de todos los carriles corresponde a los
partidores.
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L.} L3

Std 1 2 3 4 5 6 7 8 () 100bp 11 12 13 14 15 16 17 18 19

L5 L7 L9

100bp 22 23 24 25 26 27 28 29 100bp 73 74 75 76 77 78 719 100bp 46 47 48 49

Figura 12: Transmision del transgén a la progenie. Se analizaron las progenies de los 5
animales fundadores. En 4 de las 5 lineas analizadas, el transgén fue transmitido a la
progenie. Solo la linea 1 no transmitié el transgén. Los niimeros representan las camadas de
animales de cada fundador. Los niimeros en rojo son animales positivos para EGFP y los
nimeros en negros animales wt. La fecha indica la posicion del fragmento de PCR de
EGFP (173 pb).
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Fundadores

+ Descendencia

100bp 657 658 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 (+)

Figura 13: Genotipificacién de los ratones transgénicos tTA y transmision del transgén
a la progenie. Mediante PCR con partidores especificos contra tTA se analizaron los
animales fundadores y la progenie. Los dos animales fundadores, 657 y 658 expresan
tTA y transmiten el transgén a la descendencia. Los nimeros en rojo son animales
positivos para tTA y los negros son negativos para tTA. La fecha indica la posicion del
fragmento de PCR que tiene un tamafio de 593 pb.
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realizé un Southern blot contra EGFP para 4 animales descendientes del fundador L9.
Tres de los 4 animales dieron PCR y Southern blot positivos para EGFP, confirmando

que el transgén se transmite a la descendencia (Figura 14).

6.2.3.- Mantencién de las Colonias y Cruces de Animales

Después de la genotipacién de los animales fundadores (L3, L5, 1.7 y L9), de su
descendencia y de los animales tTA, se hicieron cruces con animales wild type de las
mismas cepas para expandir y establecer las colonias y asi mantener los transgenes en
heterocigosidad. Las colonias fundadoras L3, L5, L7 y L9 fueron cruzadas con ratones
tTA para obtener animales dobles transgénicos (Figura 15). De los diversos cruces (L3,
L5, L7y L9 x tTA) se obtuvieron 109 animales provenientes de 16 camadas con los 4
posibles genotipos: wild type, EGFP, tTA y EGFP/ATA (dobles transgénicos) (Tabla
N°2). Estos genotipos se confirmaron mediante PCR contra EGFP y tTA a partir de

DNA genémico obtenido de una biopsia de cola de estos animales (Figura 15).

6.3.- CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS ANIMALES

6.3.1.- Andlisis de Expresién de los Transgenes

De un total de 109 animales obtenidos de los cruces de ratones simples
transgénicos, se han analizado 14 animales dobles transgénicos provenientes de las 4

lineas fundadoras. Se analiz6 la expresién de P35 y EGFP de animales wild type (wi),
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Figura 14: Southern Blot contra EGFP. 10 ng de DNA genémico fueron digeridos con
BamHI, separados en gel de agarosa, transferidos a una membrana de nylon e hibridados
con una sonda de EGFP marcada con dCTP-aP*. Las 4 lineas fundadoras dieron
positivas para el Southern blot contra EGFP, obteniéndose una banda de
aproximadamente 0,76 Kb. Ademas se observo distintas intensidades de banda entre
cada linea, lo que sugiere un distinto nimero de copias del transgén insertado en el
DNA genomico. Por otra parte, se realiz6 un Southern blot contra EGFP para 4 animales
descendientes del fundador L9, de los cuales 3 de los 4 animales dieron PCR y Southern
blot positivos para EGFP, confirmando que el transgén se transmite a la descendencia.
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A)

FVB
p35/EGFP

=

Figura 15: Genotipificacion de animales dobles transgénicos. A) Ratones FVB simples
transgénicos (L3, LS, L7 y L9) transportando el transgén BiTetO-p35/EGFP fueron
cruzados con ratones C57BL/6J transportando el transgén tTA. B) De estos cruces se
obtuvieron animales viables y fértiles con los 4 posibles genotipos (wt, tTA, EGFP,
tTA/EGFP) determinados mediante PCR con partidores especificos para tTA y EGFP.
C) Ratén doble transgénico BiTetO-p35/EGFP y tTA.




Tabla 2: Cruces y genotipos de los animales dobles

transgénicos
N° cruce Cruces N° crias Genotipaciéon mediante PCR
1 657 tTA x 3 EGFP 9 crias 2wt  4tTA
(Linea 3) 0 EGFP 3 dtg
2 658 tTA x 5 EGFP 11 crias 3wt 2tTA
(Linea 5) 4 EGFP 2dtg
3 763 tTA x 28 EGFP 5 crias 5wt 0tTA
(Linea 5) 0 EGFP O0dtg
4 763 tTA x 32 EGFP 10 crias 4wt OtTA
(Linea 5) 6 EGFP 0dtg
5 658 tTA x 5 EGFP 8 crias 4wt 2tTA
(Linea 5) 1 EGFP 1dtg
6 657 tTA x 9 EGFP 4 crias lwt  2tTA
(Linea 9) 1 EGFP  0dtg
7 2tTA x 14 EGFP 7 crias 2wt 1tTA
(Linea 3) 3EGFP 1dtg
8 6 tTA x 17 EGFP 8 crias Iwt 3tTA
(Linea 3) 2EGFP 2dtg
9 1 tTA x 36 EGFP 5 crias 3 wt 1tTA
(Linea 7) 1 EGFP 0 dtg
10 11 tTA x 46 EGFP 8 crias 3wt 0tTA
(Linea 9) SEGFP 0 dtg
11 12 tTA x 42 EGFP 4 crias Iwt OtTA
(Linea 7) 3EGFP 0dtg
12 5tTA x 9 EGFP 3 crias Iwt O0tTA
(Linea 9) 0 EGFP 2 dtg
13 7 tTA x 48 EGFP 7 crias 4wt 1tTA |
(Linea 9) 2EGFP 0 dtg
14 3 tTA x 9 EGFP 7 crias 2wt 1tTA
(Linea 9) 2EGFP 2 dtg
15 2 tTA x 9 EGFP 4 crias lwt 2tTA
(Linea 9) 1 EGFP 0 dtg
16 4 tTA x 112 EGFP 9 crias 2wt O0tTA
(Linea 7) 6 EGFP 1 dtg
Total de animales 109 animales 39wt 19tTA
37 EGFP 14 dtg
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simples y dobles transgénicos. Luego de sacrificar los animales, se disecté corteza (cx),
hipocampo (h) y cerebelo (cb), se hicieron extractos proteicos y se analizo la expresion
de p35 y EGFP mediante western blot. Animales wt y dobles transgénicos fueron
sacrificados a 1, 2, 3 y 4 meses de edad y los niveles de proteina p35 y EGFP fueron
analizados mediante western blot (Figuras 16-19). La expresion de p35 siempre fue mas
alta en corteza e hipocampo que en cerebelo Io que est4 de acuerdo con la literatura (Wu
y col.,, 2000). No obstante, los niveles de expresién de p35 no difieren entre animales wr
y dobles transgénicos en todas las lineas analizadas (L3, L5, L7 y L9) y a todos los
tiempos descritos (Figuras 16-19). Por otra parte, tampoco hubo expresién de EGFP en
las distintas zonas del cerebro analizadas. Sin embargo el anticuerpo contra EGFP
reconoce una banda de 27 kDa que corresponde al tamafio de EGFP en un extracto de
células N2A-tTA transfectadas con el vector BiTetO-p35-EGFP (control positivo de
EGFP y p35). En resumen, no hubo sobreexpresion de p35 ni expresion de EGFP en los

distintos tejidos analizados de animales dobles transgénicos.

6.3.2.- Anilisis de Expresién y Fosforilacién de tan en Animales Dobles

Transgénicos

Para complementar los resultados obtenidos a partir de los niveles de expresion
de p35 y EGFP, se analizaron los niveles de expresién y fosforilacién de tau en extracto
proteicos de corteza, hipocampo y cerebelo provenientes de cerebros de animales wi y
dobles transgénicos. En estos extractos se encontrd que no hubo un aumento en

inmunodeteccién con el anticuerpo AT-8 en la hiperfosforilacién de tau de animales
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Figura 16: Expresion de los transgenes a 1 mes de edad. p35 y EGFP fueron analizados
en distintas zonas del cerebro de animales dobles transgénicos y wild type. En los
paneles A, B y C se muestra un anilisis tipo western blot de extractos proteicos
obtenidos a partir de corteza (Cx), hipocampo (H) y cerebelo (Cb) de ratones wild type
(wt) y dobles transgénicos (L3, L5 y L7). Se analizé la expresion de p35 con el
anticuerpo C19 y no se observo diferencia de expresion entre los animales wt y dobles
transgénicos. EGFP se detecté con un anticuerpo policlonal solo en el carril control (+)
que corresponde a un extracto de proteinas de células N,A-tTA transfectadas con el
vector BitetO-p35/EGFP. Como control de carga se utiliz un anticuerpo policlonal

contra 3-tubulina.
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Figura 17: Expresion de los transgenes a los 2 meses de edad. p35 y EGFP fueron
analizados en distintas zonas del cerebro de animales dobles transgénicos y wild type. En
los paneles A y B se muestra un andlisis tipo western blot de extractos proteicos
obtenidos a partir de cx, h y cb de ratones wt y dobles transgénicos (L3 y L9). Se analizd
la expresién de p35 con el anticuerpo C19 y no se observé diferencia de expresion entre
los animales wt y dobles transgénicos. EGFP se detecté con un anticuerpo policlonal
solo en el carril control (+) que corresponde a un extracto de proteinas de células N>A-
tTA transfectadas con el vector BiTetO-p35/EGFP. Como control de carga se utilizé un

anticuerpo policlonal contra B-tubulina.

68




A) L3 wt L5 wt

) Ch H Cx Cb H Cx ) Ch H Cx CbH Cx
O - <« p35 > ' .
'

P

<+ EGFP ~» .

- o —— ]y Atubuling > "“.‘--"

ol P
L9 corteza L9 hipocampo
B) p35 dig dig (TA wt wt p35 dig dig tTA wt wt
) 130 129 128 127 126 125 ) 130 129 128 127 126 125

Q.'QQ-Q “ pis > ' DPown e

mEREE - -

. ’ « EGFP+ 4
T ogQEe® v wmwe

Figura 18: Expresion de los transgenes a los 3 meses de edad. p35 y EGFP fueron
analizados en distintas zonas del cerebro de animales dobles transgénicos y wild type. A)
se muestra un western blot de extractos proteicos obtenidos a partir de cx, h y ¢cb de
ratones wt y dobles transgénicos (L3 y L5). No hubo diferencia en la expresion de p35
entre animales wt y dobles transgénicos. NO hubo expresién de EGFP en los tejidos
analizados en animales wt y dobles transgénicos excepto en el carril control (+) que
corresponde a un extracto de proteinas de células N,A-tTA transfectadas con el vector
BiTetO-p35/EGFP. B) Expresién de p35 y EGFP en corteza e hipocampo de una
camada completa de animales perteneciente a la linea L9. Tampoco hubo diferencia en
la expresién de p35 y EGFP entre animales wr, simples y dobles transgénicos. Como
control de carga se utiliz6 un anticuerpo policlonal contra B-tubulina.

69




LS5 wt

(HCh H Cx Cb H Cx

. P L5 <« p35
Ty
- <« FEGFP

Figura 19: Expresion de los transgenes a los 4 meses de edad. p35 y EGFP fueron
analizados en distintas zonas del cerebro de animales dobles transgénicos (L5) y wt. Se
analiz6 la expresion de p35 con el anticuerpo C19 y no se observd diferencia de
expresion entre los animales wr y dobles transgénicos. EGFP se detecté con un
anticuerpo policlonal solo en el carril control (+) que corresponde a un extracto de
proteinas de células N,A-tTA transfectadas con el vector BiTetO-p35/EGFP. Como
control de carga se utiliz6 un anticuerpo policlonal contra B-tubulina.
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dobles transgénicos con respecto a los animales wt (Figura 20). Ademas, tampoco hubo
disminucién en la inmunodeteccién con tau-1 en los dobles transgénicos con respecto a
los wt. Ademés, como control de carga se analizaron los niveles enddgenos de tau-total,

cdkS y B-tubulina (Figura 20).

Tomando en conjunto esto resultados se demostré que no hubo sobreexpresion de
p35 ni expresion de EGFP en los distintos tejidos analizados de animales dobles
transgénicos y ademas el patrén de fosforilacién de la proteina tau no varié en los
animales dobles transgénicos con respecto a los animales wr. Hay una seria de posibles
causas que explicarian porque los transgenes que pueden ser encontrados en el genoma

de los ratones 1o se expresan, algunas de ellas se discuten a continuacién:

6.4.1.- Expresion del Transactivador

La expresion de tTA fue analizada mediante RT-PCR. Se aislé RNA total de
corteza (cx), hipocampo (h) y cerebelo (cb) de un animal heterocigoto adulto tTA, y con
partidores especificos para tTA se demostré que este mensajero se expresa en cx e h y
no en cb, tal como se esperaba para el patrén de expresiéon del promotor
CamKIla (Mayford y col. 1996) (Figura 21A). Como control positivo de la reaccién de
RT-PCR, se utilizaron partidores especificos contra cdk5 y se amplificé un fragmento de
138 pb en los tres tejidos analizados. El control positivo de este PCR corresponde a

DNA genémico de ratén y debido a que estos partidores fueron disefiados en exones
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Figura 20: Patrén de fosforilacion de tau en ratones dobles transgénicos. Se realizaron
western blot de extractos de proteinas de cx, H y cb a partir de cerebros de ratones
dobles transgénicos (L3 y L5) y ratones controles, con anticuerpos contra p35 (C19),
GFP, Cdk5 (C8), Tau total, Tau-1 y AT8. No hubo diferencia en el patrén de
fosforilacion de tau entre los animales dobles transgénicos y controles.
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B) 100bp Cx H Cb (+) 100 bp

Figura 21: Expresion del transactivador tTA en cerebro de un ratén transgénico para
tTA. A) A partir de RNA total de cx, h y cb se realizé un RT-PCR con partidores contra
tTA. Se determind que tTA se expresa en cx e h pero no en cb tal como se esperaba (593
pb). B) Como control positivo de la reaccion de RT se utilizaron partidores contra cdk5.
Se determin6 que cdkS se expresa en cx, h y cb (138b). Como control positivo se utilizé
DNA gen6mico de ratén y se obtuvo una banda de 308 pb ya que los partidores fueron
disefiados en diferentes exones por lo tanto, el tamafio de la banda del control positivo
fue mayor.
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diferentes (2 y 4) del gen cdk5, es que se observa una banda de 308 pb en el control

positivo (Figura 21B).

6.4.2.- Accesibilidad del Transgén BiTetO-p35/EGFP al tTA

Para evaluar si el transgén BiTetO-p35/EGFP es accesible al transgén tTA se
realizaron cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratones simples transgénicos
(L3, L5, L7 y L9) y de ratones wt. Las neuronas provenientes de ratones simples
transgénicos fueron transfectadas con 1 pg/uL de tTA bajo un promotor fuerte (CMV),
para el caso de ratones w¢ fueron co-transfectadas con los vectores BiTetO-p35/EGFP y
tTA. Mediante inmunofluorescencia se determind que en los cultivos de neuronas
hipocampales de ratones simples transgénicos no hubo transactivacion, es decir, no se
observaron neuronas EGFP positivas en ninguna de las 4 lineas analizadas (Figura
22A). En cambio, en los cultivos primarios provenientes de ratones wt, si hubo
transactivacion ya que hubo expresién de EGFP y un aumento en la expresion de p35 en
las mismas neuronas analizadas (Figura 22B). Por lo tanto, una posible explicacién de
los resultados anteriormente descritos podria ser que el transgén BiTetO-p35/EGFP se
insertd en una regi6n silente del DNA, o fue silenciado después de integrarse en el DNA
gendmico ya que una sobreexpresién de tTA en esas neuronas fue incapaz de

transactivar el transgén bidireccional.

6.4.3.- Porcentaje de Metilacién del transgén.
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Figura 22: Co-Transfeccion de neuronas hipocampales provenientes de ratones wr y
simples transgénicos (L3, L5, L7, L9). A) Neuronas hipocampales de ratones simples
transgénicos fueron transfectadas con tTA. En ninguno de los campos analizados
hubo neuronas EGFP positivas. A pesar que mediante PCR se determiné que estos
animales transportan el transgén BiTetO-p35/EGFP, no hubo neuronas positivas
cuando fueron transfectadas con tTA. B) En cambio, en neuronas provenientes de
animales wt co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA si se obtuvieron neuronas
EGFP. Ademas, hubo colocalizacién con p35 determinado por inmunofluorescencia.
La barra amarilla representa 50 pm.
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La metilacién de secuencias no promotoras puede resultar en silenciamiento
transcripcional de un gen reportero (Hsieh, 1994; Kass y col., 1997; Chevalier-Mariette
y col., 2003). Es asi, que se determiné que la densidad de secuencias CpG en regiones
transcritas de los transgenes pueden causar represiéon de la transcripcién. Un bajo
porcentaje de CpG en el transgén (0,06%) produjo una alta expresién del transgén, y
viceversa, cerca del 10% de dinucleétido CpG produjo una represién total en la
expresion del transgén por metilacién (Chevalier-Mariette y col., 2003) (Figura 23). En
nuestro caso el porcentaje de dinucleétidos CpG fue de 4,7% (228 dinucleotidos de CpG
en todo el transgén de 4810 pb), por lo tanto los valores estdn dentro del rango en el cual
el transgén puede ser silenciado por metilacién. Por lo tanto, en conjunto estos
resultados sugieren que una posible explicacién para los resultados obtenidos en los
ratones dobles transgénicos seria que el transgén BiTetO-p35/EGFP podria haberse
integrado al DNA genémico y debido al alto porcentaje de dinucleotidos CpG del
transgen, este podria haberse silenciado mediante metilacion y por ello no hubo

transactivacion.

6.5.- RELACION ENTRE EL AB Y LA VIA DE Cdk5/p35

Debido a los resultados anteriormente descritos, el tercer objetivo de esta tesis

con respecto a la activacion de la via de transduccién de sefiales que modula la actividad
de cdk5 en respuesta a la presencia del péptido AR, fue realizado en cultivos celulares de

origen neuronal (N2A) y en cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratén.
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Figura 23: Metilacion del transgén. Se determin6 que la densidad de secuencias CpG
en regiones transcritas de los transgenes pueden causar represion de la transcripcion
(Chevalier-Mariette y col., 2003). A) Esquema de 4 transgenes que codifican para
LacZ con distinto porcentaje de CG (Chevalier-Mariette y col., 2003). B) Tincién con
B-gal de embriones en E9 provenientes de ratones transgénicos expresando el
transgén LacZ con distintos porcentaje de CpG. Un bajo porcentaje de CpG en el
transgén (0,06%) produjo una alta expresion, y viceversa, cerca del 10% de CpG
produjo una represion total en la expresion del transgén (Chevalier-Mariette y col.,
2003). C) Tabla con los datos del porcentaje de CpG de los cuatro transgenes que
codifican para LacZ con distinto porcentaje de CpG y en amarillo el porcentaje de
CpG de mi transgén (BiTetO-p35/EGFP). En nuestro caso el porcentaje de CpG fue
de 4,7% (228 dinucleotidos de CpG en todo el transgén de 4810 pb), por lo tanto los
valores estan dentro del rango en el cual el transgén puede ser silenciado por
metilacion.
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6.5.1.- Ensayo de Citotoxicidad de células N;A Transfectadas con BiTetO-

p3S/EGFP y tTA y tratadas con AP.

Células N>A fueron co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA en presencia
y ausencia de 10 pM péptido AB;.4, durante 24 h. De esta manera, utilizando un kit que
determina apoptosis mediante el método de TUNEL, se determiné que en células NL,A
sin transfectar la apoptosis file menor que en células tratadas con ABi42 (1,0+£0,4 v/s
14,3+1,9; p<0,005 Test Student) (Figura 24). Ademds, la transfeccién de células NoA.
co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA no indujo apoptosis con respecto a las
células sin transfectar (1,6+0,9 v/s 1,0+0,4; p=0,354 Test Student). En cambio, el
porcentaje de apoptosis de células tratadas con APBi.42 fue mayor en células co-
transfectadas que en células sin transfectar (21,6+1,7 v/s 14,3+1,9; p<0,0085 Test
Student). Es decir, la sobreexpresion de p35 en estas células predispone a la muerte por
apoptosis en presencia de ABi4, (Figura 24). El problema de utilizar este kir de
apoptosis fue que el rango de emision del fluoréforo es el mismo que EGFP, por lo tanto
el aumento en el porcentaje de células apoptdticas en la condicién de co-transfeccion en
presencia de A4 puede ser dificil de interpretar, ya que tanto lo ntcleos estaran

verdes por apoptosis y el citoplasma de las células también por la transfeccién con

EGFP (Figura 25).

6.5.2.- Ensayo de Citotoxicidad de Neuronas Hipocampales Transfectadas con

BiTetO-p35/EGFP y tTA y tratadas con AP.
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Figura 24: Induccién de apoptosis por el tratamiento con AP 14, de células N,A
transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA. A) De izquierda a derecha se observan los
paneles caracteristicos de células: sin transfectar, sin transfectar + 10 uM AB 1.4,
transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA, transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA
+10 uM AP ;.42 y transfectadas con BiTetO-p35/EGFP + 1 pg/mL de tetracilcina. En el
panel de arriba se observa la co-localizacién de una inmunofluorescencia para p35
(rojo), células TUNEL y EGFP positivas (verde), nticleos (azul). En el panel de abajo se
muestra solo la fluorescencia en verde que representa las células TUNEL positivas y las
EGFP positivas. La barra amarilla representa 50 um. B) Cuantificacion del porcentaje de
células TUNEL positivas (n=3). El tratamiento con A 4, indujo aumento en el
porcentaje de muerte (*, p<0,005 Test Student). La co-transfeccién de N>A con BiTetO-
p35/EGFP y tTA no indujo muerte por apoptosis, en cambio, el porcentaje de apoptosis
de células tratadas con AB;.4, fue mayor en células co-transfectadas que en células sin
transfectar (21,6+1,7 v/s 14,3+1,9; p<0,0085 Test Student).
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FEGFP/

Figura 25: Determinacion de apoptosis por TUNEL en células N,A. A) En este panel se
observan células N»A co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA. Se muestra el
contraste de fase, los niicleos (azul), la inmunofluorescencia para p35 (rojo), y células
TUNEL y EGFP positivas (verde). En la foto de la derecha se muestra la colocalizacién
de estos canales. Las cabezas de flecha celestes indican dos células co-transfectadas con
altos niveles de p35 y EGFP. La barra amarilla representa 20 pm. B) En este panel se
muestran células N>A co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA en presencia de 10
UM AP i.4. El panel en verde representa las células TUNEL positivas y las EGFP
positivas. Las cabezas de flechas celestes indican a una célula transfectada, ya que los
niveles de p35 estan aumentados. Las flechas delgadas celestes muestran células
TUNEL positivas, principalmente la marca verde estd en el nucleo. La barra amarilla

representa 20 pm.
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Cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratén fueron co-transfectados
con BiTetO-p35/EGFP y TA en presencia o ausencia de 10 pM de ABi.4. Mediante
inmunofluorescencia contra p35 y EGFP se determiné que la morfologia de algunas
neuronas EGFP positivas fue muy similar a neuronas entrando a un proceso de muerte.
Es decir, los procesos neuriticos presentan discontinuidad en la fluorescencia de EGFP
probablemente debido a una disrupcién en el citoesqueleto, ademas los niveles de p35en
estas neuronas disminuyen a los niveles basales (Figura 26). En cambio, en neuronas
co-transfectadas provenientes de cultivos no tratados con APB1.42, 1a expresion de EGFP y
p35 es alta y la morfologia de estas células es similar a neuronas normales (Figura 26).
Por ofra parte, €l mismo kit para determinar apoptosis fue utilizado en neuronas
hipocampales co-transfectadas, pero esta vez el revelado de la marca apoptdtica fue
realizado con peroxidasa (Figura 27). Los cultivos primarios de neuronas hipocampales
son muy sensibles, por ello el porcentaje de muerte en cultivos sin trasnfectar ya bordea
el 20%. La co-transfeccién de neuronas hipocampales con BiTetO-p35/EGFP y tTA
indujo un aumento en el porcentaje de apoptosis neuronal comparado con neuronas sin
transfectar (35,2+3,2 v/s 20,0+1,2; p<0,008 Test Student). Ademés, el aumento en el
porcentaje de apoptosis cae a los niveles basales en presencia de 1 ug/mL de tetraciclina
(20,8+5,1; p<0,096 Test Student). Por otro lado, el tratamiento con 10 uM de ABi.g
indujo un aumento en el porcentaje de muerte de neuronas co-transfectadas con respecto
a neuronas co-transfectadas en ausencia de ABy.4 (62,6+7,6 v/s 35,243,2; p<0,014 Test
Student) (Figura 27). Tomando en su conjunto estos resultados, se sugiere que existiria

un sinergismo entre la via amieloidogénica y el complejo cdk5/p35.
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Figura 26: Morfologia de neuronas hipocampales co-transfectadas con BiTetO-
p35/EGFP y tTA en presencia y ausencia de Api.4. A) Neuronas hipocampales de
raton transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA en ausencia de ABi.42. En rojo se
observa la inmunolocalizacion de p35 y en verde la florescencia de EGFP y en rojoy
verde la co-localizacion de las iméagenes. Las cabezas de fechas indican 4 neuronas
co-transfectadas que expresan EGFP y sobreexpresan p35. La barra amarilla
representa 50 pm. B) Neuronas hipocampales de ratén transfectadas con BiTetO-
p35/EGFP y tTA en presencia de 10uM de A4 por 24h. Algunas neuronas
transfectadas presentan una morfologia apoptética con varicosidades y procesos
neuriticos discontinuos, ademas el aumento de p35 en estas neuronas cae a los niveles
basales. Las cabezas de fechas indican 4 neuronas co-transfectadas que expresan
EGFP y sobreexpresan p35, en cambio la flecha muestra 1 neurona con morfologia
apoptotica y con niveles de p35 basales. La barra amarilla representa 50 pm.
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Figura 27: Determinacién de apoptosis mediante TUNEL-peroxidasa en cultivo
primario de neuronas hipocampales de ratén tratadas con APj4. Imagenes
representativas de un cultivo primario de neuronas hipocampales tratadas con: A) sin
transfectar, B) co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA, C) co-transfectadas con
BiTetO-p35/EGFP y tTA mas 1 pg/mL de tetraciclina y D) co-transfectadas con
BiTetO-p35/EGFP y tTA més 10 pM AB1.4; durante 24 h. La barra negra representa 100
pm. E) Cuantificacién de las neuronas TUNEL positivas en las cuatro condiciones. El
porcentaje de muerte de neuronas co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA fue
mayor que en cultivos sin transfectar (35,2£3,2 v/s 20,0:1,2; p<0,008 Test Student).
Ademés, el aumento en la apoptosis cae a los niveles basales en presencia de tetraciclina
(20,8+5,1; p<0,096 Test Student). Por otro lado, AB;4, indujo un aumento en el
porcentaje de muerte de neuronas co-transfectadas con respecto a neuronas co-
transfectadas en ausencia de AP1.42 (62,6+7,6 v/s 35,243,2; p<0,014 Test Student).
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Otra manera de determinar apoptosis en cultivos primarios de neuronas
hipocampales, fue utilizar un anticuerpo contra caspasa 3 activada (proteina clave en la
gjecucion de la apoptosis). Este anticuerpo reconoce un fragmento proteolitico de
17/19kDa de caspasa 3 activada. En cultivo primario de neuronas hipocampales co-
transfectados con BiTetO-p35/EGFP y tTA en presencia o en ausencia de AR
(Figura 28). Mediante un conteo de neuronas se determiné que la frecuencia de células
positivas para caspasa 3 activada y positivas para EGFP fue mayor en presencia de AB;.
42 que en ausencia (63% casp3act(+)/EGFP(+) v/s 21% casp3act(+)/EGFP(+); p<0,0033,
Test de Fisher) (Figura 29). Es decir, la mayoria de las neuronas EGFP positivas
también fueron positivas para caspasa 3 activada en presencia de Ap;.s. Estos resultados

corroboran el sinergismo que existe entre la via amiloidogénica y la actividad del

complejo cdk5/p35.

6.5.3.- Reversibilidad de Ia Sobreexpresiéon de p35 en Neuronas Hipocampales

tratadas con AP,

La reversibilidad de la expresién de p35 fue evaluada en neuronas hipocampales
triple transfectadas con: BiTetO-p35-EGFP, tTA y un vector de expresién constitutiva
para la proteina fluorescente cian (CFP). Las neuronas triple transfectadas en ausencia
de tetraciclina expresan EGFP, tienen altos niveles de p35 y expresan CFP. Es decir, los
tres vectores entran a las mismas neuronas (Figura 30). Una vez evaluada la efectividad
de la triple transfeccién de neuronas hipocampales se procedi6 a realizar un estudio de

reversibilidad en la expresion de p35. Para ello, neuronas hipocampales fueron

84




EGFP/

EGFP/¢

Figura 28: Sinergismo entre AP;.42 y la sobreexpresion de p35 en cultivo primario de
neuronas hipocampales. A) Neuronas hipocampales de ratén co-transfectadas con
BiTetO-p35/EGFP y tTA. Mediante inmunofluorescencia contra caspasa 3 activada
(rojo), EGFP (verde) y nucleos (azul) se determiné que en ausensia de A ;.4 hay un
bajo porcentaje de neuronas EGFP positivas y muertas (caspasa 3 activada positivas),
en cambio en B) neuronas co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA en

presencia de 10 uM A4 la mayoria de las neuronas EGFP positivas también
fueron caspasa 3 activada. La barra amarilla en cada composicion representa 20 pm.
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Presencia Ausencia
Categorias Casp3acty casp3act y N° Casos
EGFP EGFP

BiTetO-p35/EGFP y tTA 4 15 19
BiTetO-p35/EGFP y tTA

més A, 16 8 24

B
Neuronas Hipocampales transfectadas | l‘ Neuronas Hipocampales transfectadas
con BiTetO-p35/EGFP y tTA | con BiTetO-p35/EGFP y tTA en

presencia de 10 XM AN 1-42

presencia .
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‘ ausencia ausencia /
79% 1 33%

Figura 29: Cuantificacion del sinergismo entre A4, y la sobreexpresion de p35 en
cultivo primario de neuronas hipocampales. A) Tabla de frecuencias de presencia o
ausencia de neuronas EGFP y caspasa 3 activada positivas, en cultivos neuronales co-
transfectados con BiTetO-p35/EGFP y tTA en presencia y ausencia de 10 uM de AB ;.
0. B 'y C) Griéficos de torta representando la tabla de frecuencias presentada antes.
Mediante la correlacion exacta de Fisher se determiné que la frecuencia de neuronas
EGFP positivas y caspasa 3 activada positivas fue mayor en presencia de ABi42 que en
ausencia (p<0.0033).
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Figura 30: Triple transfeccion de neuronas hipocampales de raton. Neuronas
hipocampales de ratén fueron co-transfectados con BiTetO-p35/EGFP, tTA y un vector
de expresion constitutiva para CFP. Mediante inmunoflourescencia con anticuerpos
contra p35 (rojo), EGFP (verde) y CFP (celeste) se determin6 que los tres vectores se
transfectaban a las mismas neuronas. Los paneles de la derecha muestran la co-
localizacion de los tres canales. La barra amarilla representa 50 um.
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transfectadas con BiTetO-p35/EGFP, tTA y CFP en ausencia y presencia de 1 pg/mL de
tetraciclina y 10 pM AP;4. Los resultados obtenidos mostraron que en presencia de
tetracilina més AB;.4; la mayoria de las neuronas apoptoticas (caspasa 3 activada) fueron

las que no estaban transfectadas (CFP positivas) (Figura 31). Estos resultados

confirmarian que, entre la via amiloidogénica y el aumento en la actividad de cdk5/p35,

existiria una correlacion fisiologica.
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CONTRASTE FASE

Figura 31: Reversion de la expresion de p35. A) Neuronas hipocampales de ratén co-
transfectadas con BiTetO-p35/EGFP, tTA y CFP. Mediante inmunoflourescencia contra
caspasa 3 activada (rojo), EGFP (verde) y CFP (celeste) se determind que los tres
vectores se transfectaban en las mismas neuronas. B) Neuronas hipocampales de raton
co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP, tTA y CFP en presencia de 1 pg/mL de
tetraciclina y 10 pM de Ab4,. Los resultados mostraron que en presencia de tetraciclina
mas A4 la mayoria de las neuronas apoptoticas (caspasa 3 activada) fueron las que no
estaban transfectadas (CFP positivas). Las cabezas de flechas muestran las neuronas
triple transfectadas y las flechas muestran la neuronas apoptoticas (casp3act). La barra
amarilla representa 20 um.
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7.- DISCUSION

A la fecha se han generado varios modelos animales transgénicos para el estudio
de la enfermedad de Alzheimer. Entre estos modelos hay animales transgénicos que
sobreexpresan p25 (Ahlijanian y col., 2000; Takashima y col,, 2001; Bian y col., 2002;
Angelo y col,, 2003; Cruz y col,, 2003), ratones que sobreexpresan la proteina tau
(Tanemura y col.,, 2001, Gtz y col., 2001a; Gotz y col., 2001b; Lewis y col., 2001) y
también un ratén que sobreexpresa condicionalmente Gsk3pB (Lucas y col, 2001), entre
otros. Por lo tanto, como todavia no hay claridad en el papel que podria cumplir p35 en
la EA, es que en este trabajo se intent6 generar un animal transgénico condicional que
sobreexprese p35 en el sistema nervioso central.

Hace més de 15 afios que se descubrié cdk5 y hasta la fecha todavia se
encuentran nuevas funciones para esta enzima. cdk5 fue identificada como un miembro
de la familia de las quinasas dependientes de ciclinas que estin primarjamente
implicadas en el ciclo celular. Quince afios despuss, esta claro que cdk5 no depende de
ciclinas, ni esta implicada en el ciclo celular. En vez de eso, cdk5 participa en una gran
variedad de procesos neuronales. Varios sustratos de cdk5 han sido identificados, pero
dado la heterogeneidad de la funcién de cdk5, esta lista es probablemente incompleta. A
la fecha, cdk5 ha sido implicada en variados procesos tales como migracién neuronal,
dindmica de actina, estabilidad y transporte de MT, adhesion celular, guia axonal,
estructura sinaptica, endocitosis, memoria y aprendizaje, apoptosis, abuso de drogas y

recientemente en dolor (Dhavan y Tsai, 2001; Pareek y col., 2006).
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En condiciones fisiolégicas, cdk5 se une a sus reguladores alostéricos p35 y p39,
por lo que la regulacién de la actividad quinasa depende principalmente de la expresion
tanto temporal como espacial y de la localizacién intracelular de estas proteinas. En
condiciones patolégicas, la actividad quinasa cdk5 se ve desregulada debido a la
produccién de p25, que es un fragmento proteolitico de p35, producido por la activacién
de una proteasa llamada calpaina. En condiciones neurotéxicas, tales como dafio
isquémico, tratamiento con B-amieloide o estrés oxidativo, hay activacién de calpaina lo
que causa la produccién de p25 a partir de p35 (Patrick y col., 1999; Lee y col., 2000).
La generacién y acumulacién de este activador patolégico transforma a cdk5 en una
quinasa hiperactiva que puede gatillar varios eventos asociados con neurodegeneracion
(Alvarez y col., 1999; 2001). Aunque esta hipétesis todavia no ha sido completamente
corroborada (Taniguchi y col., 2001; Takashima y col., 2001; Yoo y Lubec, 2001;
Tandom y col., 2003). Una potencial relacion entre c¢dk5 y p25 y la patologia de los
ONF en la EA ha sido propuesta basada en los elevados niveles de p25 detectados en
cerebros de pacientes con EA (Patrick y col., 1999; Tseng y col., 2002). Analisis in vitro
sustentan esta hipétesis debido a que la alta expresién de p25, pero no de p35, en
neuronas de cultivo primario de ratén anmentan la fosforilacion de tau y la ruptura del
citoesqueleto (Patrick y col., 1999; Van den Haute y col., 2001). Ademas, la exposicién
a péptido A, o agentes que causan influjo de calcio, pueden inducir protedlisis de p35 a
p25 mediado por calpaina (Lee y col., 2000; Alvarez y col., 2001), aunque esto no
necesariamente aumenta la fosforilacion de tau en células en cultivo (Kerokoski y col.,
2002). Ademés, la toxicidad de AB puede ser reducida por inhibidores de cdk5 (Lee y

col., 2000; Alvarez y col., 2001). Estos resultados han sido interpretados de manera que
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altos niveles de AB en la EA pueden desencadenar la conversién de p35 a p25,
produciendo la activacion de cdk5 y la consecuente fosforilacién de tau. No obstante, al
ensayar esta hipétesis en ratones transgénicos que sobreexpresan p25 se han generado
resultados conflictivos con respecto al aumento en la fosforilacién de tau (Ahlijanian y
col,, 2000; Takashima y col., 2001; Bian y col., 2002; Angelo y col., 2003; Cruz y col.,
2003). La sobreexpresion p25 resulté en un aumento de la actividad de cdk5 que fue
suficiente para producir hiperfosforilacién de la proteina tau en fosfoepitopos de tipo
Alzheimer (Ahlijanian y col., 2000; Bian y col., 2002; Cruz y col., 2003). En cambio, en
los otros 2 modelos de sobreexpresion de p25, no se observaron cambios en la
organizacién del citoesqueleto (Takashima y col., 2001; Angelo y col., 2003). En estos
modelos no hay una hiperfosforilacién de la proteina tau ni muerte neuronal al contrario
de lo que ocurre en los modelos transgénicos mencionados anteriormente. Posiblemente
la discrepancia en los resultados obtenidos se deba a los promotores utilizados y a los
niveles de sobreexpresion de p25 que en estos animales fueron inferiores a la
sobreexpresion de p25 en los modelos anteriores (Takashima y col., 2001; Angelo y col.,
2003).

Por otro lado, el aumento de los niveles de p25 en cerebros de pacientes con EA
10 ha sido corroborado (Takashima y col., 2001; Taniguchi y col., 2001; Yoo y Lubec,
2001; Borghi y col., 2002; Tandom y col., 2003). Es decir, todavia no est4 claro el papel
que cumple p25 en la EA. Por otra parte, p25 ha sido implicado en la activacién de cdk5
en otras enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Niemann-Pick
tipo C (NPC) (Bu y col., 2002), en cambio p25 no contribuiria a la patogenia de la

esclerosis lateral amielotrépica (ALS) (Takahashi y Kulkarni, 2004). Ademas, la
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induccién de isquemia en ratas produce la formacién de p25 en neuronas piramidales de
la regién CA1 del hipocampo. La generacién de p25 fue asociada co una prolongada
activacion de cdk5 lo que aumento la fosforilacién del receptor de NMDA (Wang y col.,
2003). Por ultimo, después del tratamiento de ratones con MPTP (producto que produce
las caracteristicas bioquimicas y patolégicas de la enfermedad de Parkinson (EP)) se
produce p25, implicando asi una activacion de cdk5 en la EP (Smith y col., 2003).
Varias lineas de ratones transgénicos que expresan p25 han sido generadas para
estudiar los efectos fisiolégicos de la formacién de p25 (Ahlijanian y col., 2000;
‘Takashima y col., 2001; Bian y col., 2002; Angelo y col., 2003; Cruz y col., 2003; Giese
y col., 2005). Estas lineas difieren en el nivel de expresién y la distribucién de p25, y
algunas no son apropiadas para investigar el papel de la formacién de p25 en la EA. Por
ejemplo, en ratén transgénico que sobreexpresa altas cantidades de p25 bajo el promotor
PDGF beta (factor de crecimiento derivado de plaquetas beta) en cerebro y en médula
espinal, ocurre una semiparalisis de los miembros superiores y muerte prematura (Bian y
col,, 2002); este severo fenotipo evita un andlisis de la formacién de memoria y de
procesos dependientes de la edad. De este modo, para evaluar el papel fisiolégico
potencial de la formacion de p25 en la EA, es importante restringir la expresion de p25 a
areas relevantes del cerebro tales como cerebro anterior. Adicionalmente, es importante
evitar la expresion embrionaria de p25, ya que como mencionamos anteriormente cdk5
es importante en el desarrollo del sistema nervioso (Dhavan y Tsai, 2001). De acuerdo a
esto, dos lineas de ratones transgénicos cumplen con este criterio, ya que la expresion de
p25 esta comandada por el promotor de CamKIla (Angelo y col.,, 2003; Cruz y col.,

2003). Este promotor no es activo durante el desarrollo embrionario y ademés conduce
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la expresion del transgén predominantemente en hipocampo y corteza, que son las
principales 4reas afectadas en etapas tempranas de la EA.

La expresién de p25 causa sobreactivacién de cdk5 en todas las lineas
transgénicas ensayadas (Ahlijanian y col., 2000; Takashima y col., 2001; Bian y col.,
2002; Angelo y col., 2003; Cruz y col., 2003). En cambio, a pesar del aumento de p25en
estos ratones hay inconsistencias en los resultados sobre la hiperfosforilacién de la
proteina tau (Ahlijanian y col., 2000; Takashima y col., 2001; Bian y col., 2002; Angelo
y col., 2003; Cruz y col., 2003). La mejor interpretacién de esos resultados es que el
nivel de expresién de p25 es un factor importante. Los ratones que sobreexpresan p25 al
mismo nivel que p35 no tienen tau hiperfosforilada, mientras que los ratones
transgeénicos que expresan altos niveles de p25 més que p35, poseen tau hiperfosforilada.
De esta forma, altos niveles de expresion de p25 producen una agregacion de tau, como
se demostré por western blots de proteinas insolubles en sarcosil sulfato o laureato (Cruz
y col., 2003). Parece controversial todavia, si altos niveles de expresién de p25 son
suficientes para causar formacién de ONF, o si se requieren factores adicionales (Cruzy
col,, 2003). Sosteniendo lo anterior, sobre los factores adicionales, un estudio demostrd
que la sobreexpresién de p25 en combinacion con la sobreexpresién de tau humana
mutada en un ratén doble transgénico produce una hiperfoforilacién de tau y una
acumulacién de tau agregada en corteza y tronco encefalico. Esto fue ‘acompafiado por
un aumento en la tincién de ONF (Noble y col., 2003). Ademss, tau insoluble fue
asociada con Gsk3[. Asi, cdk5 puede tener un gran impacto sobre la progresion en la

patologia de tau que probablemente implica varias quinasas (Noble y col., 2003). Por

otro lado, faltarfa determinar si in vivo ¢dk5/p25 directamente fosforila tau, o si este




complejo regula indirectamente la fosforilacién de tau via otra quinasa, como se propone
en los estudios con el ratén KO de p35 (Hallows y col., 2003). En este estudio se generd
un ratén KO para p35, y se observé un aumento en la fosforilacién de proteinas del
citoesqueleto tales como tau, neurofilamentos y Map2 acompafiado por una disminucién
en la actividad de cdk5, apoyando la idea de que cdk5 no fosforila directamente
proteinas del citoesqueleto. Ademéas, en estos animales se determiné que la actividad de
Gsk3p estaba aumentada sugiriendo que esta quinasa puede ser regulada por cdkS
(Hallows y col., 2003). Tomando en conjunto estas evidencias indicarfan que cdk5
cumple un papel importante en la fosforilacion de tau pero no descarta la participacién
de otras quinasas en este proceso.

Interesantemente, en la mayorfa de los estudios, la sobreexpresién de p25
produce solo un aumento aproximado de dos veces en la actividad de cdks,
independiente de nivel de expresién de p25. Es decir, una alta expresién de p25 no se
correlaciona con una alta sobreactivaciéon de cdk5 en estos ratones transgénicos
(Ahlijanian y col., 2000; Takashima y col., 2001; Bian y col., 2002; Angelo y col., 2003;
Cruz y col., 2003). Esto es similar a lo obtenido por nosotros en cultivo de células N,A.
En efecto, el nivel de sobrexpresion de p35 en células transfectadas no se correlaciona
con el nivel actividad de cdk5. Lo que podria haber ocurrido es que pese a gran aumento
de p35, la cantidad de cdk5 end6gena de estas células es baja. Ademas, la eficiencia de
transfeccion de un vector varia en cada ensayo, por esto no podemos determinar si en las

células co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP y tTA utilizadas para los ensayos de

actividad, la sobreexpresion de p35 fue igual a los ensayos de inmunodeteccién de p35.




Por otro lado, a la fecha se han generado dos modelos de sobreexpresién de p35
(Van den Haute y col., 2001; Takahashi y col., 2005). En el primer modelo, p35 estd
bajo el control del promotor Thy-1, un promotor de expresién especifico de sistema
nervioso. La sobreexpresién de p35 fue suficiente para aumentar la actividad de cdk5,
sin embargo no hubo hiperfosforilacién de tau en estos animales. Posiblemente, debido a
que el nivel umbral de produccién de p35, necesario para una efectiva activacién de
cdk5 para actuar como una quinasa de tau, no fite alcanzado en estos animales (Van den
Haute y col., 2001). Por tltimo, en un reciente trabajo se generd un ratén transgénico
que sobreexpresa p35 bajo el promotor de este mismo gen (Takahashi y col., 2005). En
este trabajo los niveles de la proteina p35 fueron 1,6 veces mas altos en ratones Tgp35
con respecto a ratones wt. Ademds en estos ratones Tgp35 se demostré que el aumento
en la actividad de cdk5 generado por la sobreexpresién de p35 contribuye a la
atenuacion de la sefializacién de dopamina mediada por cocaina (Takahashi y col,,
2005). Por 1ltimo, la participacion de cdk5 en los procesos neurodegenerativos tales
como la hiperfosforilacién de tau no fue evaluada en este trabajo.

Por lo tanto, pese a que todavia no se puede tener claridad acerca de la
participacién del complejo cdk5/p35 o cdk5/p25 en los procesos neurodegenerativos en
la EA nosotros intentamos generar un ratén transgénico condicional que sobreexprese la
proteina p35 en cerebro de manera regulable con el sistema de expresion génica
dependiente de tetraciclina (Tet).

Los ratones genéticamente alterados son un poderoso sistema modelo para el
estudio de la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas. La identificacién de
mutaciones patogénicas en estas enfermedades ha permitido crear modelos de ratones

transgénicos, y su caracterizacion a demostrado el papel que cumplen estas proteinas
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patogénicas en estos desordenes. Ademas, se han podido reproducir enfermedades
sométicas que no necesariamente requieren de la presencia de mutaciones en los genes
en cuestién. A pesar de estos avances, los ratones hechos con técnicas de transgénesis
tradicional no son idealmente convenientes para resolver muchas preguntas de
importancia fundamental en las enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, los
transgénicos cldsicos no permitirfan la identificacién de eventos tempranos en la
patogénesis de enfermedades. Ademds, al usar promotores activos constitutivamente no
se puede determinar si la naturaleza progresiva de estas enfermedades requiere una
continua expresién de la proteina mutante, o por otro lado, estos ratones transgénicos
clasicos no permiten determinar si la proteina patogénica produce un proceso reversible
en la enfermedad o no. Estos tipos de preguntas solo pueden ser resueltos en un sistema
en el cual la expresién de la proteina patogénica puede ser encendida o apagada en
tiempos definidos (Yamamoto y col., 2001b).

El sistema de expresion condicional dependiente de tetraciclina ha sido usado
para  sobreexpresar varias proteinas relevantes en algunas enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo la sobreexpresién condicional de huntingtina como
modelo de la enfermedad de Huntington (Yamamoto y col., 2000); la sobreexpresion
condicional de Gsk3B como modelo de la EA (Lucas y col., 2001); la sobreexpresién
condicional de p25, también como modelo de la EA (Cruz y col, 2003); la
sobreexpresion condicional de ataxina mutante como modelo de la ataxia
espinocerebelar de tipo 1 (SCA1) (Zu y col., 2004); y Ia sobreexpresion condicional del
factor neurotréfico derivado de una linea celular glial (GDNF) (Kholodilov y col.,

2004), entre otros modelos. Sin embargo, como existe discrepancia en la participacién
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de p25 o p35 en la EA, todavia no se ha generado un ratén que sobreexprese
condicionalmente p35 en el sistema nervioso. Por esta razén, en este trabajo apuntamos
nuestros esfuerzos a la generacién de un ratén transgénico condicional que sobreexprese
p35 en el SNC. La funcionalidad de este sistema de expresién condicional fue probada
por transfeccion transiente en células N2A, y mediante ensayos de western blot,
inmunofluorescencia y ensayo de actividad quinasa, se determiné que tanto p35 como
EGFP se expresan en las mismas células, y el aumento de expresién de p35 indujo un
aumento en la actividad quinasa de Cdk5. Ademds, la expresién de ambos transgenes es
regulada por tetraciclina. Similarmente a lo reportado por Lucas y col., el sistema de
expresion condicional funciona bastante bien en lineas celulares tales como Cos-7 y
N2A (Lucas y col.,, 2001). Una vez evaluada la funcionalidad y la regulacion del sistema
de expresién condicional, se linearizé el vector BiTetO-p35/EGFP, debido a que la
eficiencia de microinyecci6n e integracién del transgén es mas de 5 veces mayor al usar
un vector linear que circular (Brinster y col., 1985). Después de la microinyeccion del
vector BiTetO-p35/EGFP se obtuvo un 10,8% de eficiencia de produccién de animales
transgénicos lo que estd dentro del rango descrito en literatura (Brinster y col., 1985).
Por otra parte, existen varios factores que pueden influir en la eficiencia de la
transgénesis, incluyendo la preparacién del DNA (contaminantes con sustancias
toxicas), forma del DNA (lineal o circular), tamafio del DNA, concentracién del DNA y
MgCL, y el uso de distintas cepas de ratones (Brinster y col., 1985).

Los potenciales ratones transgénicos fundadores que se desarrollaron desde los
zigotos microinyectados fueron analizados para determinar la insercién del transgén
mediante PCR y Southern blot. Debido a que el DNA gendémico se digiere parcialmente

con una enzima de corte frecuente como BamHI, el tamafio del transgén es desconocido
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y las condiciones 6ptimas del Southern blot son dificiles de obtener. A pesar de ello, se
obtuvo solo una banda de aproximadamente 0,76 Kb, lo que representa un solo sitio de
integracion del transgén (Hammes y Schell, 2000). Esta tinica banda se obtuvo solo en
los 4 animales positivos para EGFP determinado mediante PCR, confirmando asi las 4
lineas transgénicas que tramsportan el transgén BiTetO-p35/EGFP, que fueron
denominadas .3, L5, L7 y L9.

El mecanismo preciso de integracién del DNA inyectado se desconoce todavia.
Sin embargo, este proceso puede ocurrir por medio de la formacién de concatdmeros y
por insercién cromosomal (Auerbach, 2004). La mayoria de las veces m4s de una copia

del transgén se integra en el genoma y usualmente en el mismo sitio cromosémico.

Multiple copias del transgén se integran como un reordenamiento en tandenl1 usualmente
formando un reordenamiento linear cabeza-cola (Brinster y col., 1985), también llamado
concatamero. El sitio de integracién del transgén ocurre al azar y principalmente en
lugares con rotura de la doble hélice, y ocurre principalmente durante la fase S del ciclo
celular (Sonoda y col., 2001). El ntimero de roturas cromosémicas generadas al azar
podria ser el factor limitante para la transgénesis. La teorfa que el extremo del transgén
podria iniciar la integracion en las rupturas de la doble hélice estdn de acuerdo con un
aumento de 5 veces en la eficiencia de integracién al usar un DNA linearizado
comparado con un DNA circular (Brinster y col., 1985). Tres factores tienen una
influencia en el éxito y la sincronizacién de la integracién del transgén después de la
microinyeccién pronuclear: la concentracién del DNA, Ia capacidad del sistema de
reparacion del DNA asf como la actividad transcripcional y de replicacion del embridn.
De este modo, la integracién probablemente ocurre antes o durante la replicacién del

DNA en el primer o segundo ciclo. Si hay un retardo en la integracién del transgén al

99

A i e,




DNA gen6mico, la integracién ocurre luego que el zigoto ya se ha dividido y el transgén
se puede integrar en células sométicas y no sexuales, por lo tanto, el transgén puede no
ser transmitido a la progenie. En nuestro caso, solo 1 de 5 lineas transgénicas no
transmitié el transgén a la progenie pudiendo ser la causa lo mencionado anteriormente.
Animales fundadores (L3, L5, L7 y L9) fueron cruzados con animales transgénicos para
tTA. De estos cruces se obtuvieron 109 animales provenientes de 16 camadas con los 4
posibles genotipos: wt, EGFP, tTA y EGFPATA (dobles transgénicos). Teéricamente,
los animales obtenidos seguiran los principios de la segregacién Mendeliana y por tanto,
el porcentaje esperado para cada genotipo es de 25%. En cambio los porcentajes
obtenidos fueron: wt (35,8%), EGFP (33,9%), tTA (17,4%) y EGFPATA (12,2%) y Ia
explicacién puede deberse principalmente al bajo nimero de animales analizados. Otra
posibilidad puede ser que la expresién de p35 en los animales dobles transgénicos fuera
letal. Sin embargo, la expresién de tTA esti comandada por el promotor CamKIla, el
cual se expresa en cerebro anterior postnatal (Mayford y col., 1996). Ademss, la
sobreexpresion condicional de p25 comandada por CamKIIo-tTA no causé la muerte a
los animales dobles transgénicos (Cruz y col., 2003). Finalmente, no se aprecioé escape
de expresion de p35 en animales simples transgénicos que pudiese dar cuenta de
ganancia de funcién toxica para p35.

La expresion de los transgenes fue evaluada mediante western blot en animales
dobles transgénicos y wt. Este analisis fue realizado en las 4 lineas fundadoras val, 2,3
y 4 meses de edad y se determiné que la expresién de p35 fue mis alta en corteza e
hipocampo que en cerebelo, lo que est4 de acuerdo con lo descrito en literatura Wuy

col., 2000). No obstante, los niveles de expresién de p35 fueron similares entre animales
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wt 'y dobles transgénicos en todas las lineas analizadas. Ademds, no hubo expresién de
EGFP en las distintas zonas del cerebro analizadas. Por otro lado, se evalu el patrén de
fosforilacién de la proteina tau en cerebro de ratones wt y dobles transgénicos. No hubo
hiperfosforilacién de tau detectado con el anticuerpo AT-8, que reconoce los residuos de
aminoacidos Ser202 y Ser205 fosforilados (Alvarez y col., 2001). Por otro lado, no hubo
variacién en los niveles de tau desfosforilada en estos mismos epitopes, detectado con el
anticuerpo Tau-1, entre animales wt y dobles transgénicos (Alvarez y col., 2001).
Tomando en conjunto estos resultados, podemos concluir que a pesar de haber obtenido
animales dobles transgénicos transportando ambos transgenes (BiTetO-p35/EGFP y
tTA), no hubo sobreexpresién de p35, ni expresion de EGFP en las regiones analizadas
del cerebro. Ademds, tampoco hubo cambio en el patrén de fosforilacion de tau entre

animales wt y dobles transgénicos.

La ausencia de sobreexpresion de p35 ni EGFP en los cerebros de las 4 lineas

analizadas puede ser explicada por:

a) Expresion espacial y temporal del transactivador (tTA).

b) Accesibilidad del transgén BiTetO-p35/EGFP al tTA.

¢) Insuficiente nimero de copias del transgén integrado en el DNA gendmico.
d) Inactivacion del transgén por elementos del DNA genémico.

e) Posible toxicidad de p35 en embriones de animales dobles transgénicos.
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La expresién de tTA estd comandada por el promotor CamKIla, el cual se
expresa predominantemente en cerebro anterior adulto, incluyendo corteza, hipocampo y
estriado pero no en cerebelo (Mayford y col, 1996). Debido a la ausencia de anticuerpos
contra tTA, se realizé un RT-PCR con partidores contra tTA y se demostré que este
transactivador se expresa en corteza e hipocampo y no en cerebelo, similar a lo descrito
anteriormente. Sin embargo, existen otros problemas que se deben tener presentes con
respecto a la expresion de tTA. El grupo de Boger y colaboradores, determiné que
podrian existir dos posibilidades para explicar fallas en la transactivacién de genes
blanco para tTA: el activador ocupa sus sitios de unién pero la transmisién de la sefial de
activacion es inhibida, o alternativamente, la unién del activador al DNA es estorbado
por factores en la cromatina (Boger y Gruss, 1999). También demostraron que tTA es
sensible a cambios en el estado de acetilacion de la cromatina, es decir, que la inhibicién
de la deacetilasa de histonas (HDAC) por butirato induce una hiperacetilaciéon de
histonas y esto podrfa ser un posible mecanismo para promover preactivacion del
sistema dependiente de tetraciclina (Boger y Gruss, 1999). En nuestro caso, solo
podemos decir que el mensajero de tTA se expresa en los tejidos en que debia hacerlo
comandado por el promotor Camklla., pero no podemos conocer el estado de acetilacién
del transgén o la cantidad de tTA expresada en los tejidos.

Con respecto a la accesibilidad del transgén BiTetO-p35/EGFP al tTA, se
realizaron transfecciones transientes de tTA en cultivos primarios de neuronas
hipocampales provenientes de ratones wt y simples transgénicos (L3, L5, L7y L9). En
todos los cultivos analizados, solo pudimos encontrar neuronas EGEP positivas en los

cultivos de animales wt transfectados con BiTetO-p35/EGFP y tTA. Es decir, la cantidad
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de tTA no es la limitante en la transactivacién, ya que al transfectar tTA el nivel de
transactivador en neuronas transfectadas es muy alto, afin asi no hubo neuronas
positivas, en cambio cuando se transfectaron neuronas hipocampales de ratones wr con
ambos transgenes, si se obtuvieron neuronas EGEFP positivas. Por lo tanto,
probablemente la falla en la transactivacién puede ser un problema de accesibilidad del
transactivador al BiTetO-p35/EGFP o una inactivacién del transgén por elementos del
genoma.

Otra posibilidad podria ser el bajo niimero de copias en que se integr6 el transgén
BiTetO-p35/EGFP. Los transgenes utilizados en microinyeccién pronuclear se integran
al azar, en sitios impredecibles en el genoma del ratén con una frecuencia no mayor al
30% (Smith K., 2001). Ademads, el DNA integrado se presenta en un reordenamiento de
multicopias. El niimero de copias insertadas puede variar ampliamente, entre 1 y varios
cientos de copias, con un consecuente impacto sobre los niveles de expresion del mRNA
y proteinas. En nuestro caso los resultados obtenidos podrian sugerir que el nimero de
copias del transgén integrado son insuficientes para inducir una sobreexpresion

detectable de los transgenes.

Una de las mayores desventajas de la microinyeccién pronuclear de DNA es su
baja eficiencia en la produccién de ratones transgénicos, con un atin menor niimero de
fundadores transgénicos generados, en los que se expresa apropiadamente el transgén
(con niveles deseables y correcta expresion espacial y temporal). En varios estudios se
han encontrado diferencias en la sobreexpresién de un transgén dado debido a los

diferentes sitios de integracién. El nivel de expresién del transgén mdas que ser

dependiente del ntmero de copias, frecuentemente es influenciado por secuencias




genoémicas flanqueantes del sitio de integracién (Auerbach, 2004). Este efecto de
posicionamiento puede reducir o completamente evitar la expresion del transgén, debido
a que el transgén se ha insertado en una regi6n transcripcionalmente inactiva del genoma
o por accién de elementos regulatorios especificos de silenciamiento del genoma. Por
otro lado, secuencias flanqueantes de los transgenes pueden contener elementos
regulatorios de genes vecinos que actian sobre el promotor del transgén como un
enhancer resultando una expresion ectépica (incorrecta expresién espacial) (Auerbach,
2004). Una manera de evitar los problemas de silenciamiento del transgén por regiones
regulatorias del DNA es el uso de regiones insulators que flanquean un transgén dado
(Burgess-Beusse y col., 2002). Los insulators son secuencias de DNA que se colocan
flanqueado el transgén y pueden servir como barreras en contra del secuestramiento de
la cromatina. Algunos insulators también pueden actuar como elementos bloqueadores
de la influencia activadora de enhancers lejanos asociados a otros genes. Uno de los
insulators mas conocidos es el que est presente en la region 5° del locus de B-globina.
Esta regién marca el limite entre un dominio de cromatina abierta y una regién de
cromatina condensada constitutivamente. Un anélisis detallado de esta regién mostréd
que €sta posee una actividad bloqueadora de enhancers y una capacidad de expresar
genes reporteros sin importar el efecto de posicionamiento del transgén (Burgess-Beusse
y col,, 2002). Recientemente se caracterizé una proteina llamada CTCF que es capaz de
unirse a la region insulators HS4. Esta proteina se une a la matriz nuclear y formaria un
dominio que evitarfa la accién de elementos reguladores del genoma (Yusufzai y col.,

2004). Por lo tanto, los insulators son una valiosa herramienta que sirve para prevenir

problemas de expresién de un transgén dado.




El sistema de expresion condicional dependiente de tetraciclina presenta algunos
problemas como efectos de posicionamiento, variabilidad y de heterogeneidad sobre Ia
expresion del transgén (Furth y col., 1994; Schultze y col., 1996; Krestel y col, 2001,
Robertson y col., 2002). Por ejemplo, en el trabajo de Robertson y colaboradores se
generaron de 5 lineas de ratones transgénicos transportando el reportero LacZ y 4 lineas
transportando CMV-tTA. De las cuales ninguna linea CMV-tTA y solo 1 linea
transportando el gen reportero LacZ funcion6 (Robetson y col., 2002). Por otra parte, el
grupo de Krestel y colaboradores demostraron que 4 de 6 lineas transgénicas fundadoras
transportando tTA funcionaron bien. No obstante, las lineas fundadoras que no
respondieron, se sugiere que el nivel de expresién y/o induccién de tTA son afectados
por locus de inserci6n transgénica. Ademds de las 4 lineas que funcionaron, los niveles
de expresion de tTA fueron variables (Krestel y col., 2001). Los efectos de posicién y
heterogeneidad en la expresion de los transgenes son comunes fallas y son
probablemente relacionadas a metilacién del transgén (Hsieh, 1994; Kass y col., 1997;

Robetson y col., 2002; Chevalier-Mariette y col., 2003; Pedram y col., 2006).

La metilacion de residuos de citosina de dinucle6tidos CpG del DNA constituye
la base del control epigenético de la expresion génica en animales vertebrados. El patrén
de metilacién genémica tiene una importancia critica en varios procesos bioldgicos tales
como silenciamiento de elementos parésitos, desarrollo e imprinting gendémico
(Chevalier-Mariette y col., 2003). La metilacién de promotores no produce
silenciamiento de la transcripcién hasta que las proteinas de unién a metilcitosina

(MBPs) son reclutadas a esta regién. Entonces el DNA de estas regiones silentes es

empaquetado en nucleosomas que contienen histona H3 deacetilada (Chevalier-Mariette




y col,, 2003). La metilacién de secuencias CpG puede resultar en silenciamiento
transcripcional de un gen reportero (Hsieh, 1994; Kass y col., 1997; Chevalier-Mariette
y col., 2003). De esta manera se determiné que la densidad de secuencias CpG en
regiones transcritas de los transgenes pueden causar represion de la transcripcién. Un
bajo porcentaje de CpG en el transgén (0,06%) produjo una alta expresion del transgén,
y viceversa, cerca del 10% de metilacion produjo una represion total en la expresion del
transgén (Chevalier-Mariette y col., 2003). En nuestro caso el porcentaje de
dinucledtidos CpG fue de 4,7% (228 CpG en el transgén (4810 pb), por lo tanto los
valores estan dentro del rango en el cual el transgén puede ser silenciado por metilacién.

Recientemente, se determiné que los transgenes insertados en el DNA cerca de
los telémeros pueden ser silenciados por un efecto de posicién de los telémeros (TPE).
El analisis de los transgenes teloméricos demostré que ellos fueron expresados en bajos
niveles, comparado al mismo transgén integrado en un sitio intersticial. Ademas, hubo
una gran metilacién en los transgenes teloméricos (Pedram y col., 2006). El sitio de
insercién de nuestro transgén no fue determinado, aunque no podemos descartar su
integracién en regiones cercanas a los telémeros.

Otra desventaja del sistema de expresién condicional dependiente de tetraciclina
fue la necesidad de generar 2 lineas transgénicas separadas para cada componente del
sistema. Shultze y colaboradores generaron un constructo que transporta todas las
secuencias regulatorias necesarias y los transgenes sobre un solo plasmidio (Shultze y
col., 1996). Este raton controla eficiente y fuertemente la expresion de un gen reportero
y es regulado por tetraciclina. Te6ricamente, este sistema consume menos tiempo y evita
la segregacion genética de los elementos controladores durante el cruzamiento (Shultze

y col., 1996). No obstante, el uso de lineas dobles transgénicas es mas flexible si un
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desea hacer uso de varias diferentes lineas de transactivador especificas de tejido, para
estudiar el efecto de un tinico transgén (Riding y col., 2001).

Por ultimo, la sobreexpresién de p35 posiblemente podria ser tdxica en un
embrién completo y esto podria contribuir a seleccionar los animales. Es decir, los
transgenes podrian silenciarse para que los animales doble transgénicos puedan nacer.
No obstante, pensamos que esto no es muy probable debido a que la sobreexpresién de
p25 utilizando un sistema analogo al nuestro no produjo un efecto téxico sobre los
embriones (Cruz y col., 2003).

Resumiendo las razones antes descritas podemos concluir que pese a haber
generado cuatro lineas fundadoras transgénicas que transportan el transgén BiTetO-
p35/EGFP, no hubo sobreexpresion de los transgenes, probablemente debido a

metilacién y posterior silenciamiento del transgén insertado.

Debido a los resultados anteriormente descritos, el desarrollo del tercer objetivo
de esta tesis con respecto a la activacion de la via de transduccién de sefiales que modula
la actividad de cdkS5 en respuesta a la presencia del péptido AP, fue realizado en cultivos
celulares de origen neuronal (N>A) y en cultivo primario de neuronas hipocampales de
raton. Estos cultivos fueron co-transfectados con BiTetO-p35/EGFP y tTA en presencia
o ausencia del péptido AB;4,; y mediante la técnica de TUNEL, e inmunofluorescencia
conira caspasa 3 activada se determiné que en células tratadas con AP

significativamente aumenta la apoptosis con respecto a células sin APB. Estos resultados

estdn de acuerdo a lo descrito en literatura que A induce muerte por apoptosis (Alvarez

y col., 1999; Alvarez y col., 2001). La relacién entre el péptido AB y la via de cdk5/p35




en neurodegeneracién ya ha sido establecida (Alvarez y col., 1999, Alvarez y col.,
2001). En estos trabajos se demostré que en el tratamiento con AP de neuronas
hipocampales de rata en cultivo, significativamente aumenta la actividad enzimatica de
cdk5. Ademds, el efecto neurotéxico de AP sobre los cultivos primarios, disminuye
marcadamente con la co-incubacion de AB y butirolactona, un inhibidor de cdkS, yla
muerte de las neuronas también fue evitada por el uso de una sonda antisentido contra
cdk5 (Alvarez y col., 1999). Ademas, se determiné que el aumento en la actividad de
cdk5 mediado por AB esta asociado a cambios en la fosforilacién de la proteina tau,
principalmente por un aumento en la fosforilacién en el epitope AT-8 y una disminucién
del epitope Tau-1 (Alvarez y col., 2001). Por otro lado, no hubo cambios en los niveles
de mRNA de cdk5 y de p35 después del tratamiento con AP, sugiriendo que el aumento
en la actividad de cdkS podria deberse a un mecanismo post-traduccional (Alvarez y
col., 2001).

Los experimentos desarrollados en esta tesis sustentan un papel para cdk5 en
apoptosis, ya que, experimentos desarrollados en lineas celulares y en cultivos primarios
de neuronas hipocampales indicaron que hay un aumento en la citotoxicidad debida al
péptido A. Si bien existen diferencias entre células N2A y neuronas hipocampales en la
susceptibilidad al péptido amieloide, es claro, que la sobreexpresién de p35 contribuye a
incrementar la muerte debida al efecto meurotéxico del péptido. Estos resultados
sugirieron que efectivamente la presencia de mas p35, y posterior activacion de cdks,
serian responsables de incrementar procesos apoptéticos. Es por esto que se analiz6 la

presencia de dos marcadores canénicos de apoptosis como son TUNEL y caspasa 3

activada. Interesantemente tanto en células N>A como en neuronas, la presencia de




mayores niveles de p35 se correlacioné con un aumento en la frecuencia de células
presentando estos marcadores apoptéticos. Si bien la correlacién no es completa, se
puede concluir que existe un efecto causal entre la expresién de P33, y la susceptibilidad
2 la muerte inducida por AP. La iltima parte del disefio experimental considerd
demostrar que la reversién de la sobreexpresién tendria un efecto sobre la muerte
inducida por AB. Para ello se desarrollo un protocolo complejo que considero la
expresion de las proteinas de interés, en conjunto con una variante de la proteina verde
fluorescente (CFP) como indicador de transfeccién. Esta descrito en literatura, y asi
hemos demostrado en esta tesis, que en las transfecciones multiples los ¢cDNA se
expresan por igual en las células transfectadas (Lin y col., 2004). De acuerdo a esto,
hemos conseguido en esta tesis expresar hasta 3 construcciones diferentes en las mismas
neuronas en cultivo, sin disminuir de por si las bajas eficiencias de transfeccién.
Interesantemente estos experimentos muestran que las células cuya expresién de p3Ses
regulada por tetraciclina muestran una proteccion al efecto neurotéxico del pépti&o AB,
en detrimento de aquellas células que no sobreexpresaron el transgen. Al respecto es
necesario discutir dos puntos adicionales. En primer lugar la respuesta de las neuronas al
péptido amieloide parece no ser homogenea. Este es un aspecto que ha suscitado una
gran discusion ya que durante mucho tiempo se ha asamido que las diferencias en las
respuestas de las neuronas al péptido amieloide se relacionaria con la accesibilidad a las
fibrillas de amieloide. No obstante esto, estudios recientes utilizando fibras fibrilares,
pequefios oligbmeros y péptido amiloide soluble han indicado que existiria una

hetereogeneidad en la susceptibilidad de las distintas poblaciones de neuronas

hipocampales al péptido AP, y no todas responderfan por igual (Maloney y col., 2005).
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El segundo punto se relaciona con el hecho que las células que no han sido transfectadas
con los transgenes parecen tener una mayor susceptibilidad al péptido amieloide, frente a
aquellas transfectadas y posteriormente reguladas por tetraciclina. Una posible
explicacién para esto, es que el protocolo para que funcione necesita que las neuronas
expresen los transgenes al menos por algunas horas, antes de ser inhibidos por
tetraciclina. En este contexto, podria postularse que esta sobreexpresién y posterior
inhibicién hace que las células transfectadas no se comporten exactamente igual a
aquellas que no fueron transfectadas, y podria ser parte de la heterogeneidad de la
respuesta.

En su conjunto estos experimentos indican que efectivamente la induccién de la
actividad de cdk5, por sobreexpresion regulada de p35 esta modulando Ia respuesta
celular a la neurotoxicidad inducida por AB. Los mecanismos involucrados no estin
totalmente claros pero podrian incluir la participacién de cdk5, por un lado en la
prevencion y por el otro en la induccion de la apoptosis (Eilers y col., 1998; Li y col.,,
2002; Zheng y col, 2005; Patrick y col., 1999; Alvarez y col., 1999; 2001; Weishaupt y
col.; 2003). cdk5 puede participar en prevenir la apoptosis a través de la fosforilacién de
la quinasa 3 N-terminal c-Jun (JNK3). La activacién de JNK3 induce apoptosis (Eilers y
col., 1998). Es decir, cdk5 al fosforilar INK3 regula negativamente la actividad de esta
quinasa protegiendo la muerte de las neuronas por apoptosis (Li y col., 2002). Por otro
lado, en neuronas corticales infectadas con un péptido inhibidor de cdk5 (CIP) se redujo
la fosforilacién de tau y la apoptosis. Ademas, la apoptosis en neuronas corticales
inducida en presencia de AP también fue reducida por CIP (Zheng y col, 2005).

Contrariamente, otros autores relacionan la desregulacién de cdk5 con una induccién de
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apoptosis (Patrick y col., 1999; Alvarez y col., 1999; 2001; Weishaupt y col., 2003). En
particular, cdkS se ha relacionado con la hiperfosforilacién de tau y neurofilamentos.
Ademas, la expresion de p25 en ratones transgénicos resulté en hiperfosforilacién de tau
y neurofilamentos, seguida de una disrupcién del citoesqueleto (Ahlijanian y col., 2000;
Bian y col, 2002; Cruz y col, 2003). Consistente con la hipétesis que cdk5/p25 es un
activador rio arriba de la activacion de la cascada de muerte neuronal en la EA, el
tratamiento de neuronas hipocampales con AB 1.4 indujo la ruptura de p35 a p25 y
aument6 la actividad de cdk5 (Lee y col, 2000) y la inhibicién de cdk5 con
butirolactona protegeria a las neuronas contra la muerte (Alvarez y col., 2001). Estas
discrepancias sobre el papel que podria desempefiar cdk5 en la apoptosis podrian
explicar nuestros resultados sobre la reversién de la expresién de p35. Ya que células
que no han sido transfectadas con los transgenes parecen tener una susceptibilidad
mayor al péptido amieloide, frente a aquellas transfectadas y posteriormente reguladas
por tetraciclina. Posiblemente debido a que la expresién temprana de p35 durante la
transfeccion y antes de la reversién, podria proteger a las neuronas del péptido
amieloide, con respecto a las neuronas no transfectadas. Por ultimo, un posible
mecanismo de accién del sinergismo entre el péptido amieloide y el complejo cdk5/p35
en la activacién de vias apoptdticas que desencadenaria la muerte neuronal se muestra en
la Figura 32. En este modelo se muestra la via apoptética iniciada por la unién de AB a
varios receptores. Esta unién puede inducir un influjo de calcio que desencadenaria
activacion de calpaina y una concomitante proteélisis de p35 a p25. Tanto cdk5/p35 o
cdk5/p25 podrian regular la fosforilacién de protefnas que participarian en la disfuncién

mitocondrial. Luego de la liberacién de citocromo ¢ y posterior unién a pro-caspasa 9 y
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apoptosoma

Adaptado de Weishaupt y col., 2002.

Figura 32: Modelo del sinergismo entre la via amieloidogénica y el complejo cdk5/p35.
En este modelo se muestra la via apoptdtica iniciada por la unién de AP a varios
receptores. Esta unién puede inducir un influjo de calcio lo que desencadenaria
activacion de calpaina y una concomitante protedlisis de p35 a p25. cdk5/p35 o
cdk5/p25 podrian regular la fosforilacion de proteinas que participarian en la disfuncion
mitocondrial. Luego de la liberacion de citocromo ¢ y posterior unién a pro-caspasa 9 y
Apafl para formar el apoptosoma, el que a su vez proteoliza la caspasa efectora pro-
caspasa 3 generando caspasa 3 activada la que desencadenaria la muerte por apoptosis.
Por otro lado, A podria inducir apoptosis por un mecanismo que no incluya cdk5.
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Apafl para formar el apoptosoma, el que a su vez proteoliza la caspasa efectora pro-
caspasa 3 generando caspasa 3 activada la que desencadenaria la muerte por apoptosis.
Por otro lado, AB podria inducir apoptosis por un mecanismo que no incluya cdk5
(Figura 32). La posicién de cdk5 dentro de la cascada de eventos permanece
especulativa, ya que los blancos rio abajo no han sido identificados: No obstante, hay
evidencias que cdk5 est4 localizada rio arriba de la disfuncién mitocondrial. Ya que al

inhibir cdk5 con butirolactona se protege de la muerte neuronal (Alvarez y col, 2001).

Una gran cantidad de trabajos (Yamamoto y col., 2000; Lucas y col., 2001; Cruz
y col., 2003; Zu y col., 2004; Kholodilov y col., 2004) han postulado que generando un
modelo transgénico, que implique alteracién de una funcién clave de un sistema de
proteinas o complejos macromoleculares que se quiere analizar, resolveria el problema
para definir la funcién de un gen concreto en una patologia concreta. Sin embargo, debe
considerarse que la mayoria de las enfermedades sométicas, especialmente aquellas que
decursan con neurodegeneracién dependen de miiltiples factores como en el caso de la
EA. En este contexto, los estudios bioquimicos y el analisis de las interacciones
macromoleculares, combinado con estudios estructurales mediante microscopia confocal
y electrénica aportan una valiosa informacién (Sjoberg y col, 2006), que permite
complementar aspectos dificiles de reproducir en los estudios in vivo. No obstante,
actualmente los modelos de pérdida y ganancia de funcién en vertebrados e
invertebrados se han convertido en el gold standard para poder entender la real

participacién de un gen en estudios de Biomedicina.
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El sistema de expresién condicional dependiente de tetraciclina tet-Off es una

poderosa herramienta para sobreexpresar condicionalmente un transgén. En nuestro caso

se pretendia generar un ratén que sobreexprese condicionalmente p35 en el cerebro
anterior postnatal. Este modelo animal hubiera servido para evaluar el papel de p35, por
sobre p25, en la activacién de cdkS, ya que todavia existen controversias al respecto.
Ademads, en este modelo se hubiera inducido la generacién de p25 por el tratamiento con
agentes que inducen activacién de calpaina mediante un influjo de calcio tales como |
glutamato, ionomicina, péptido AP, peroxido de hidrégeno, etc. (Lee y col, 2000). Por
lo tanto, en este modelo hubiera servido para discriminar la importancia de los niveles
de p35 y p25 sobre la activacién de cdk3.
La principal caracteristica del modelo de sobreexpresién dependiente de
tetraciclina es la condicionalidad. Es decir, se puede sobreexpresar una proteina en un
tejido especifico y en un periodo de tiempo determinado. La idea principal de generar un
ratén transgénico condicional que sobreexprese p35 fue evaluar la reversibilidad de
varios parametros como memoria y aprendizaje en la participacion de cdk5/p35 en la
EA.
Otra ventaja de generar un raton transgénico que sobreexprese condicionalmente
p35 en el sistema nervioso central seria evaluar el papel que cumple el complejo
cdk5/p35 en otros procesos en que estd implicada esta quinasa (Dhavan y Tsai, 2000;
Pareek y Kulkarni, 2006). Esto podria llevarse a cabo al cruzar los animales transgénicos
para BiTetO-p35/EGFP con animales que expresen tTA bajo un promotor especifico de
sistena nervioso periférico por ejemplo, para estudiar la participacién del complejo

cdk5/p35 en dolor o en desarrollo de la uni6én neuromuscular (Pareek y Kulkarni, 2006;
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Fu y col,, 2001; 2005). Por otro lado, también se podria estudiar la participacién de
cdk5/p35 en el desarrollo del sistema nervioso al usar un ratén transgénico para tTA
bajo el promotor especifico de algin gen que se expresa en el desarrollo. Es decir, el
sistema dependiente de tetraciclina es muy 1til para comandar la expresion de un gen
espacial y temporalmente. Por lo tanto, tener un ratén que sobreexprese p35
condicionalmente serfa una muy valiosa herramienta para evaluar la participacién de

cdkS5 en procesos tales como guia axonal, adhesién celular, dolor y otros.
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8.- CONCLUSIONES

* La sobreexpresion de p35 y EGFP mediante el sistema de expresion condicional
dependiente de tetraciclina tet-Off funciona en lineas celulares N>A y en cultivo
primario de neuronas hipocampales de ratén. Es decir, ambos transgenes se
expresan en las mismas células y la expresién es regulada por tetracicina.
Ademss, el aumento en los niveles de p35 fue suficiente para aumentar la

actividad de cdks.

* Se generaron 4 lineas fundadoras de animales transgénicos que transportan el
transgén BiTetO-p35/EGFP determinado mediante PCR y southern blot. Al
cruzar estos animales con ratones tTA obtuvimos animales dobles transgénicos y
luego de analizar mediante western blot los niveles de los transgenes p35 y
EGFP se determiné que no hubo diferencia entre los animales wr y dobles
transgénicos. Es decir, no hubo transactivacién, posiblemente debido a

metilacion y posterior silenciamiento de los transgenes.

* Cultivos celulares de origen neuronal (N,A) y cultivos primarios de neuronas
hipocampales de ratén fueron co-transfectados con BiTetO-p35/EGFP y tTA en
presencia o ausencia de 10 uM péptido AB.4, y mediante la técnica de TUNEL,
e inmunofluorescencia contra caspasa 3 activada se determiné el tratamiento con
el péptido AP aumenta significativamente Ia apoptosis con respecto a células sin

AB.
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Por tltimo, neuronas hipocampales co-transfectadas con BiTetO-p35/EGFP, tTA
y CFP en presencia de tetraciclina y ABi.4; fueron menos sensibles al efecto
neurotdxico del péptido AP, en detrimento de aquellas células que no
sobreexpresaron el transgen. En resumen, estos datos sugieren que cdk5 cumple
un papel muy importante en los procesos gatillados por las fibras de amieloide en
cultivo de neuronas hipocampales de ratén. Generando un gran interés en el
contexto de la patogénesis de la EA. Ademas estos resultados confirmarian que,
entre la via amiloidogénica y el aumento en la actividad de cdk5/p35, existirfa

una correlacion fisiologica.
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