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1.- RESUREN

La  enfermedad  de Alineimer  CIA)  es  un  desorden  neurodegenerativo  que  se

caracteriza  por  dos  tipos  de  agregados  proteicos:  extracelulares  ®lacas  seniles)  e

intracelulares  (ovillos neurofibrilares, ONF).  Los  ONF estin formados principalmente

por la proteina tau hiperforforilada. Valas quinasas pueden fosforilar tau,  incluyendo

Gsk3P,  MAP  quinasa,  la proteina  quinasa  A  y  la  quinasa  dependiente  de  ciclina  5

(cdk5). Se ha postulado que la desregulaci6n de cdk5 seria un evento determinante en la

hiperfosforilaci6n  de  tau  en  la  EA.  cdk5  se  asocia  con  la  proteina  p35,  expresada

predominantemente en neuronas, por lo que la mayor actividad de cdk5 esta concentrada
en sistema nervioso. La sobreexpresi6n de p25 (fragmento proteolitico de p35) en varios

modelos  de  ratones  transg6nicos  produce  un  aunento  en  la  actividad  de  cdk5  que

conlleva hiperfosforilaci6n de tau, muerte neuronal y astrogliosis. Con estas evidencias

de la participaci6n del complejo  cdk5/p35  en procesos de neurodegeneraci6n como la

EA, se gener6 un modelo de rat6n transg6nico condicional para expresar la proteina p35

en  cerebro  de  manera  regulable  con  el  sistema  de  expresi6n  g6nica  dependiente  de

tetraciclina  (Tet).,  Para  ello  se  gener6  el  vector  BiTeto-p35AIGFP  y  se  analiz6  1a

expresi6n  y  la  regulaci6n  de  este  transg6n  en  c6lulas  N2A-tTA.  Posteriormente,  se

obtuvieron  4  lineas  de  aninales  transg5nicos  fundadores  q3,  L5,  L7  y  L9)  que

transportan el transg6n. Estos animales fueron cruzados con animales que sobreexpresan

tTA en el sistema nervioso central obteni6ndose animales dobles transg6nicos a3iTeto-

p35flGFP y  tTA). Mediante wesfer7e bJof se determin6 que no hubo sobreexpresi6n de

p35  ni  expresi6n  de  EGFP  en  todos  los  animales  dobles  transg5nicos  analizados.

Posiblemente debido a una inactivaci6n y un posterior silenciamiento de los transgenes.

Por  ello,  estudios  desarrollados  en  cultivos  primarios  de  neuronas  mostraron  que,

neuronas transfectadas con BiTeto-p35AIGFP y tTA en presencia de Api.42 presentaron

mayor susceptibilidad a la neurotoxicidad inducida por el amiloide.  El mecanismo  de

acci6n del p5ptido involucran'a la activaci6n de vias apopt6ticas puesto que se determin6

que  la mayoria de  las neuronas transfectadas  que  sobreexpresaban p35  eran positivas

para  caspasa  3   activada.  Ademas,  se  determin6  que  en  neuronas  hipocamp.ales  la



reversi6n de la sobreexpresi6n de p35 con tetraciclina revirti6 en parte la muerte de las

neuronas  por  apopt6sis.  Estos  resultados  demuestran  la  participaci6n  del  complejo

cdk5/p35  y  un  posible  sinergismo  con  la  via  amieloidog6nica  en  la  inducci6n  de

apoptosis en neuronas hipocampales.
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ABSTRACT

Alzheimer` s Disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by the

presence  of  two  protein  aggregates  found  both  extracellular  (Senile  Plaques)  and

intracellularly   QTeurofibrillary    Tangles,   NFT).   NFT   are   mainly   composed   by

hypeaphorphorylated tau.  To  date several protein kinases have been implicated in the

phosphorylation  of tau protein,  including Gsk3P,  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  hypexphosphorylation  found  in  AD.
Activation  of cdk5,  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  tan  hypelphosphorilation,   neuronal   death   and

astrogliosis. With these evidences that inplicate 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-p35AIGFP  vector was

generated and assayed in N2A-tTA cells for both expression and regulation. Then, we
obtained four transgenic mice founders q3, 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 a3iTeto-p35AIGFP 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 expl'anation for these results could be related

with inactivation and silencing of the traLnsgenes. Finally, mouse hippocampal neurons

were transfected with BiTeto-p35AIGFP 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
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possible sinergisms with the amieloidogenic pathway in the induction of apoptosis in

hippocampal neurons.
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2.1.- La Enfermedad de Alzheimer

2'.1.1.-Perspectiva Hist6rica.

Alois Alzheimer public6 en 1907 su ahora famoso trabajo con la descripci6n de

los cambios cognitivos e histopatol6gicos de la paciente Auguste D., a la que 61 atendfa

desde  el  afro  1901.  Pocos  afros  despu6s,  en  1910,  el  alurmo  del  Profesor A]zheimer,

Emil  Kraepelin  design6  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, Alcheimer describi6 con detalle un nuevo caso al presentar la historia clinica de

Johan F., que acompafio con inagenes histopatol6gicas muy ilustrativas de las lesiones

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

2.1.2.- Etiopatologfa y Epidemiologia

La EA es un desorden neuropsiquiatrico que afecta principalmente a la poblaci6n

mayor de 65  afros de edad y es la causa mas frecuente de deterioro mental tanto en el

perfodo presenil  (memos de 65  afros)  como  en el senil.  Esta enfermedad se caracteriza

por rna p5rdida progresiva  de  la  de  memoria,  desordenes  cognitivos  severos,  y  rna

p6rdida de las capacidades de atenci6n y de raciocinio. Se considera la primera causa de
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demencia  en  la  vejez  ¢eny   and  Katzman,   1983;   Maccioni  y   col.,   2001a).   La

etiopatolog{a de la EA se puede dividir en dos partes:

a)  EE±rmedad±e_Alzheiner  Famflinr  fEAFt__:  afecta  entre  el  3  y  el  5%  de  los

pacientes  debido  a transmisi6n autos6mica 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 presentaci6n de la EAF suele ser antes de los 65 afros.

b) FnfermLedad de Alzheiner Esporidica (EAE):   la etiologla de esta enfermednd es

multifactorial con diversos factores de riesgo, que incluyen la vulnerabilidad gen5tica, 1a

edad y factores de riesgo anbientales, como traumatismos, problemas en la nutrici6n,

habitos  y  estilos,  de  vida,  que  parecen  favorecer  su  desarrollo.  Los  traumatismos

craneoencefalicos graves tanto como el estres cr6nico y problemas neuro-psiquiatricos

como la depresi6n y otros pueden ser factores que contribuyen a la aparici6n de la EAE.

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

2.1.3.-Anatomfa Pato16gica.

Esta  enfermedad  se  caracteriza  macrosc6picamente  por  una  atrofia  cerebral

difusa que predomina en las circunvoluciones  de las  areas  de  asociaci6n  con relativa

preservaci6n     de      las     areas     motora     primaria,      somatosensorial     y     visual.
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Microsc6picamente  se  distingue  por  la  formaci6n  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 fmalmente 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 diinefro que osci]a entre 5 y  150 qu y constan de un

ndcleo central que contiene amiloide y materiales inorganicos,  como  aluminosilicatos,

rodeado  de  neuritas  en  diverso  grado  de  degeneraci6n  Origura  28).  Los  dap6sitos

extracelulares son acinulos de filamentos proteicos altamente insolubles, formados por

dep6sitos del p5ptido hidrofobico de 4kDa denominado beta-amieloide (AP). AP es el

producto del procesamiento proteolitico de la proteina precursora APP. AP puede formar

dep6sitos  extracelulares,  qpe  son  inicialmente  no-fibrilares  y  luego  fibrilares  dando

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

b)  OviJJos Neurofibri|I±: I.os  ONF son estructuras filamentosas argir6filas que se

sithan en el soma neuronal y las dendritas qrigura 2C). Estin formados por manojos de

filamentos    helicoidales    apareados    ¢HF)    de     10    nm    de    espesor.    Estudios

inmunocitoquimicos ham revelado que en la composici6n de estos filamentos intervienen

proteinas    de    los    neurofilamentos    y    proteinas    asociadas    a    los    microthbulos,

mayoritariamentefaproteinatan(Goedertycol.,1991;Maccioniycol.,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. 8) En un corte de cerebro humano de un paciente con EA
se  observa  un  PS  formada por  una  nasa  redondeada  hialina  (amiloide)  rodeada  de
fibrillas  tefiidas  con  tinci6n  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 tinci6n de plata Bielschowsky. La flecha indica rna
neurona con ONF.

9



Las  lesiones  b5sicas  en  la  enfemedad  de  Alzheiner  se  distribuyen  por  la

neocorteza  y  la  paleocolteza.   El  area  entorrinal  se  afecta  selectivamente,   lo  que

contribuye  a  la  desaferenciaci6n  del  hipocampo.  Tambi6n  degeneran  los  nticleos  de

proyecci6n cerebral colin5rgicos (rfucleo basal de Meynert, banda diagonal de Broca y

nticleo  septal  medial),  serotonin6rgicos  (ndcleos  de  rafe)  y  noradren6rgicos  (locus

ceruleus).

2.2.- La proteina tau

La  proteina  tau  pertenece  a  la  familia  de  proteinas  asociada  a  microthbulos

04APs).  Tau ha sido  caracterizada  como un  importante promotor  del  ensamblaje  de

tubulina para formar los microthbulos Q4Ts), su union a los MTs reduce la inestabilidad

dinamica de 6stos incrementando la asociaci6n de tubulina al extremo en crecimiento y

reduciendosudisociaci6ndelosMTsOraccioniyCambiazo,1995;Avilaycol.,2004).

Existen  dos  grandes  vias  de  regulaci6n  de  la  actividad  de  tau  en  la  c6lula

nerviosa. La primera esta dada por la expresi6n de isoformas de tau como resultado del

empalme altemativo. En el cerebro humano, el empalme altemativo del mRNA genera 6

diferentes  isoformas  de tau con  largos  entre  352  y 441  aminoacidos.  Estas  isoformas

difieren la una de la otra por tener 3  o 4 repeticiones de  18  aminoacidos en la regi6n

carboxilo  terminal,  y  que  constituyen  el  dominio  de  uni6n  a  tubulina  (TED).  La

presencia  de  3  o  4  repeticiones  se  correlaciona  con  la  estabilizaci6n  de  los  MTs.  A

mayor ntimero 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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isoformasposeen3repeticionesylaisoformafetalposeetresrepeticiones(Avilaycol.,

2004).

La    segunda    via    de    regulaci6n    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

interacci6n   de   tau   con   los   MTs   y   su   actividad   estabilizadora.   Sin   embargo,

hiperfosforilaciones  an6malas de tau facilitarfan los  cambios  conformacionales  que  la

transforman en rna proteina que se autoagrega, formando los PIE y posteriormente los

ONF (Maccioni y Cambiazo,  1995; Avila y col., 2004). Diferentes proteinas quinasas

han sido implicadas en la fosforilaci6n de tau, incluyendo la glic6geno sintasa quinasa

3P (Gsk3P) (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 particip6 de la serie de descubrimientos que

llevaron a demostrar el papel critico en la desregulaci6n de cdk5 como evento primario

en la cascada de reacciones que llevan a la hiperfosforilaci6n de tau y sus efectos en

promover  el  desarrollo  de  la  EA  (Baumann  y  col.,  1993,  Yamaguchi  y  col.,  1996;

Sengupta 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 afros posteriores al descubrimiento de la quinasa dependiente de ciclina

5  (Cdk5), varias  importantes funciones ham sido  asignadas  a esta quinasa,  incluyendo



migraci6n  neuronal,  liberaci6n  de  neurotransmisores,  plasticidad  neuronal,  memoria,

aprendizaje, adicci6n, y apoptosis, estableciendo a cdk5 como un regulador clave de las

funciones  neuronales  ¢areek  y  col.,  2006).  Ademas,  en  los  ultimos  afros,  muchas

evidenciasindicanqueladesregulaci6ndeestaquinasaestaimplicadaenlapatologfade

enfermedadesneurodegenerativas(Maccioniycol.,2001b;DhavanyTsai,2001).

2.3.1.- Caracteristicas del Complejo Cdks/p35

La cdk5 es rna serina/treonina quinasa con actividad postmit6tica que fosforila

motivos  proteicos  ESP  sobre  MaplB,  Kip:ZK  sobre  tau  quaccioni  y  col.,  2001b;

Dhavan y  Tsai,  2001),  y KSZ}Jpr 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 homologfa con CDC2 y cdk2, sin embargo ningin papel se

le ha  atribuido  a esta quinasa en la regulaci6n  del  ciclo  celular.  La proteina cdk5  se

expresaentodoslostejidosysehadetectadounamayoritariaactividadquinasaasociada

en el sistema nervioso @havan y Tsai, 2001; Maccioni y col., 2001b). Ademas, se ha

detectado   cdk5   activa   en   tejidos   no   neuronales,   tales   como   mioblastos,   union

neuromuscular, c5lulas hematopoy5ticas y durante la espermatog5nesis @havan y Tsai,

2001; Fu y col., 2005).

2.3.2.- Regulaci6n de la Cdk5



La principal foma de regulaci6n de otros miembros  de la familia Cdks  es su

asociaci6n con su ciclina activadora. cdk5 se one a dos activadores, no ciclinas, que son

p35  y p39, para producir su funci6n.  A pesar  del hecho  que p35  y p39  tienen poca

similitud de secuencia a las ciclinas, estudios de modelamiento molecular y mutag6nesis

ban predicho  que p35  puede adoptar rna estructura terciaria como  ciclina @havan y

Tsai, 2001). Ademas, el grupo de Tarricone y col. (Tarricone y col., 2001),   cristaliz6 la

proteina cdk5 unida a p25, un fi.agmento proteolftico de 208 residuos carboxilo teminal

delactivadorp35,ysedemostr6quep25sepliegaenunaconformaci6nmnysimilarala

de las ciclinas (Tarricone y col., 2001). En este.contexto, y considerando la perspectiva

fisiopatol6gica, nuestro laboratorio y otros investigadores lograron demostrar que en la

via hacia el Alzheimer, 1a interacci6n de p35 con cdk5 activada mediante fosforilaci6n

sobre Serl 59 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 crftico en la etiopatog6nesis de la

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

2.3.3.- Expresi6n Espacial y Temporal de p35 y p39

Cdk5  se  expresa  en  la  mayoria  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 patr6n de expresi6n de sus activadores, p35 y p39,   que es

altoenneuronaspostmit6ticas(Zhengycol.,1998).Laexpresi6ntemporalyespacialde

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  expresi6n  en  el  desarrollo  del  SNC.  p39  se  expresa

principalmente   en   compartimientos   sinapticos   tales   como   conos   de   crecimiento,

fracciones  insoluble  a detergente y  fracciones  de  membrana  urumbert y  col.,  2000a;

Humbert y col.,  2000b;  Dhavan y  Tsai  2001).  Por otro  lado,  se sabe  que p39 puede

compensar  algunas  ®ero  no  todas)  de  las  funciones  ,\de  p35  (Ko  y  col.,  2001).  Sin

embargo,lacarenciadeunfenotipovisibledelrat6nKOdep39permiteargumentarque

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

2.3.4.- Localizaci6n de p35 y p39

Estudios  inmunocitoquinicos  mostraron  que  la  sefial  de  p35  es  intensa  en  la

periferia  celular,  y  que  tanto  p35  como p39  estin  endquecidos  en  las  fracciones  de

membrana Ovikolic y col., 1998; Hunbert y col., 2000b). Un hallazgo de importancia ha

sido el encontrar rna sefial N-terminal de miristoilaci6n 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 patron de distribuci6n especffico, pero cuando se co-

expresa con p35 se localiza en dominios de la membrana celular (Patrick y col.,1999).

Es decir,1a distribuci6n de cdk5 es dependiente de la distribuci6n de p35 y p39.

2.3.5.- Degradaci6n de p35
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Experimentos de pulso y caza en cultivos prinarios de neuronas corticales y en

c61ulas transfectadas mostraron que p35 es rna proteina inestable con rna vida media de

20-30  min  en neuronas  corticales  (Patrick y  col.,  1998).  p35  es multi-ubiquitinado  y

degradado a trav5s de la via del proteosoma. La inhibici6n de la actividad de cdk5 por

roscovitina aumenta la estabilidad de p35 varias veces. Esto se debe probablemente a la

disminuci6n   de   la   fosforilaci6n   de  p35   por   Cdk5   (Patrick   y   col.,   1998).   Estas

observaciones  posiblemerfu-e  reflejen  rna  fma  regulaci6n  de  la  actividad  de   cdk5

mediante un/eec7bcrck negativo en neuronas. Por otro lado, p25 tiene rna vida media de

5  a  10 veces mss larga que p35  correlacionindose con un aumento en la actividad de

cdk5 ¢atrick y col.,1999).

2.3.6.-Regulaci6n transcripcional de p35.y Cdk5

cdk5  es  regulada a nivel transcripcional por el  factor de transcripci6n 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). Ademas,  AFosB puede ser inducido por exposici6n cr6nica a cocaina a3ibb

y col. 2001; Dhavan y Tsai, 2001). AFosB se une a haD .y forma el complejo activador

de proteina-I  (APL1), el cual se une al promotor del gen cdk5 e induce su transcripci6n

(Chenycol.,2000;Bibbycol.,2001;DhavanyTsai,2001).Porotrolado,laregulaci6n

de p35 a nivel transcripcional es inducida mediante receptores del tipo integrinas o por

el factor de crecimiento nervioso OJGF) a'aglini y col.,1998; Li y col., 2000; Harada y

col.,2001).LacascadadelasMAPK,esrequeridaparalaregulaci6ndelaexpresi6nde
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p35  inducida por NGF  @arada y  col., 2001),  o por IL-6  (Quintanilla y  col.,  2004)  a

trav6s de la inducci6n del factor de transcripci6n egrj. Adicionalmente, se ha descrito

que otros factores de transcripci6n como Bin-1  y Bin-2 se unen al promotor de p39 y

p35 y regulan su expresi6n durante el desarrollo del sistema nervioso central OrcEvilly

y  col.,  2002).  Recientemente  se ba descrito  que  factores  de  transcripci6n pro#2/c/eczr

6czsz.c  fee/dr-/oapLfee/z.x  (bin.H)  tales  como  neuroregulina  1  y  2  Orgnl/2),    Mashl  y

NeuroD  pueden  regular  la  expresi6n  de  p35  durante  el  desarrollo  y  la  migraci6n

neuronal (Ge y col., 2006). Por dltimo, tanto la expresi6n de cdk5 como de p35 aumenta

For el tratamiento con cocaina, debido a un aumento del factor de transcripci6n AFosB

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

2.4.- Funciones del Complejo Cdk5/p35

Un inportante mecanismo para regular numerosos procesos es la fosforilaci6n 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

migraci6n  neuronal,  dinamica  de  actina,  estabilidad  y  transporte  de  MT,  adhesi6n

celular, gula axonal, estructura sinaptica, endocitosis, memoria y aprendizaje, apoptosis

ydolorentreotrosprocesos@havanyTsai,2001;PareekyKulkami,2006).

2.4.1.-Migraci6n Neuronal
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Los ratones deficientes en cdk5 o sus activadores ®35 y p39) poseen defectos en

el posicionamiento de neuronas postmit6ticas en el cerebro (Ohshina y col., 1996; Chae

y  col.,   1997;  Ko  y  col.,  2001).  Para  entender  la  naturaleza  de  los  defectos  en  la

migraci6n se realiz6 un estudio ex vz.vo en neuronas migrando provenientes de ratones

KO p35  (Gupta y col., 2003). Las diferencias de migraci6n neuronal entre los ratones

sugiere que el fenotipo de laminaci6n invertida en la neocorteza de KO p35 esta unido a

la  disrupci6n  en  el  modo  de  migraci6n  dependiente  de  glfa  radial.  Mss  que  una

migraci6n dependiente de glfa que fue predominante en ratones wz.Jd type, las neuronas

en los ratones jro p35 migran primariamente a trav6s de mecanismos independientes de

glia (Gupta y col., 2003). Por otro lado, los ratones ro p39 no presentaron diferencias

en la laminaci6n de las principales estructuras del cerebro. Esto se debe principalmente a

que p35 puede suplir la falta de p39 afro y col., 2001). Por otra parte, cdk5 fosforila la

tirosina quinasa FAK, que es el mayor regulador de la movilidad celular a trav6s de las

adhesiones    focales.    Esta   fosforilaci6n    desencadena    rna   reorganizaci6n    en    el

citoesqueleto de actina y en rna pequefia red de MT que acompafian al nticleo de las

neuronas migrando (Xie y col., 2003; Samuels y Tsai, 2004). Ademas, cdk5 fosforila a

doblecoriina @cx) y disminuye su afmidad por los MT y por ende regula la migraci6n

neuronal (Tanaka y col., 2004).

2.4.2.- Dinfmica de Actina

La  sobreexpresi6n  de  p35  y  p39  en  flbroblastos  produce  reorganizaci6n  del

citoesqueleto  de actina y la formaci6n de lamelipodios y filopodios  qunbert y col.,

1998; Nikolic y col.,1998). La familia REo de las pequefias GTpasas es impolfante en



regular la dinamica de actina, y miembros de esta familia estin directamente implicados

en gufa axonal, crecimiento de neuritas y movilidad celular (Dhavan y Tsai, 2001). En

cultivos  neuronales,  p35  y  cdk5  estin  localizados  en  la  periferia  de  los  conos  de

crecimiento,  co-localizando  con  F-actina,  RAC  y  su  efector  PAKl  Orikolic  y  col.,

1998).  Cdk5  fosforila a PAKl  de manera dependiente de RAC,  lo  que resulta en rna

disminuci6n en la actividad quinasa de PAK1. Debido a que PAK-1 esta implicada en la

polimerizaci6n de actina, esta modificaci6n de PAKl  regula la dinamica de actina en

neuronas  promoviendo  migraci6n  neuronal  y  crecimiento  neurftico  Orikolic  y  col.,

2001). Por otra parte, se ha postulado que cdk5 estarfa modulando via Racl  y Cdc42 el

ordenamiento del citoesqueleto de actina, en una via en que interviene cofilina (Ariadna

Mendoza-Naranj o, Tesis Doctoral 2005).

2.4.3.- Estabilidad y Transporte de Mr

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  ¢shuguro  y  col.,  1992;  Pag]ini y  col.,

1998;Maccioniycol.,2001;DhavanyTsai,2001).Lafosforilaci6ndeMaplBporcdk5

enneuronascerebelaresesfaimplicadaenlaextensi6ndeneuritas(Pagliniycol.,1998).

La fosforilaci6n de tau (rna MAP especffica de neuronas) por cdk5 reduce la union de

tau a MT, inhibiendo la habilidad de tan para promover el ensamble de MT Patrick y

col.,1999). cdk5 tambi6n fosforila neurofilamentos (Veraarma y col.,1995;  Sun y col.,

1996). Los neurofllamentos tienen rna funci6n bien establecida en el control del calibre

de  los  axones.  Debido  a  esto,  se  ha  determinado  que  en  el  rat6n  transg5nico  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  fosforilaci6n  de  los  neurofllamentos  por  el  complejo

cdk5/p25(AIlijanianycol.,2000).Porotrolado,cdk5puedefosforilarlacadenapesada

de los neurofilamentos regulando asi el transporte axonal de neurofilanentos (Ackerley

y  col.,  2003).  Cdk5  tambi6n participa en el  transporte  axonal,  principalmente por  la

fosforilaci6n  de Nudel ®roteina homologa a NUDE  de *4Spergr./J%s')  @havan y  Tsai,

2001; Gupta y col., 2002). Nudel es expresado en cerebro, donde se asocia con dineina,

el principal  motor  retr6grado.  Por  otro  lado,  cdk5  tambi6n participa  en  el  transporte

anter6grado  debido  a  que  la  inhibici6n  de  cdk5,  gufa  a  la  activaci6n  de  la  quinasa

GSK3P, 1a cual fosforila la cadena liviana de kinesina (motor anterogrado) y libera el

cargo transportado (Morfmi y col., 2004).

2.4.4.- Adhesion Celular

Una de las caracteristicas de los ratones deficientes en p35 y cdk5 es la falla en la

migraci6n de neuronas nacidas tardiamente de atravesar las neuronas preexistentes en la

corteza. Un posible mecanismo que podr'a explicar este fenotipo es la participaci6n de

cdk5/p35 en la adhesion celular. Mediante experimentos de doble hforido se determin6

que p35 interactha con P-catenina. Las proteinas p35 y P-catenina interactuan I.# vz.fro y

en c6lulas COS transfectadas. Inclusive, hubo asociaci6n entre el complejo cdk5/p35 y

el complejo P-catenina-N-cadherina en corteza. Ademas, la transfecci6n de cdk5/p35 en

c6lulas COS conlleva rna disminuci6n en la interacci6n entre P-catenina/N-cadherina y

por  lo  tanto  una  p5rdida  en  la  adhesi6n   celular  (Kwon  y  col.,   2000).   Ademas,



recientemente se determin6 que el complejo cdk5/p35 fosforila a P-catenina y regula su

interacci6nconpresenilinalafesavapanyycol.,2001).

2.4.5.- Gufa Axonal

El complejo cdk5/p35  se ha implicado en la regulaci6n de la gufa axonal en el

sistema nervioso (Broun y col., 2004; Del Rio y col., 2004; Uchida y col., 2005). cdk5

esta  implicada  en  la  sefiaHzaci6n  de  Semaforina-3A  (Sema3A)  y  de  Netrina.  Un

componente  de  la via  de  sefializaci6n de  semaforina  es  CRMP-2  (collapsin response

mediatorprotein-2),unafosfoproteinaneuronalqueparticipaenelcrecimientoaxonaly

la  dinamica  de  MT.  cdk5  fosforila  a  CRMP-2  en  Ser522,  y  esta  fosforilaci6n  fue

esencial para el colapso del cono de crecimiento inducida por Sema3A (Brown y col.,

2004; Uchida y col., 2005). Por otro lado, cdk5 participa en la sefializaci6n de Netrinal

principalmente por la fosforilaci6n de MaplB inducida por Netrina 1  eel Rio y col.,

2004).

2.4.6.- Estructura Sinfptica

cdk5,  p35  y p39  son  abundantemente  expresados  en  cerebro  adulto.  Ademas,

ellos  estin  presentes  en  fracciones  subcelulares  que  son  enriquecidas  en  membranas

sinapticas  (Hunbert y col.,  2000;  Dhavan y  Tsai,  2001).  En  el terminal presinaptico

cdk5  fosforila a sinapsina 1, muncl8 y amfifisina. Estas proteinas estin implicadas en

neurosecreci6n  y  endocitosis  (Dhavan  y  Tsai,  2001).  Por  otro  lado,  en  el  terminal



postsinaptico   cdk5   fosforila   a   PSD-95,   rna   proteina   andamio   implicada   en   el

agrupamiento   de   proteinas   en   la   deusidad  postsinaptica   glutamat5rgicas,   lo   que

desencadena  una  inhibici6n  en  el  c/zfsfg77-ng  de  receptores  NMDA  en  estas  sinapsis

(Morabito  y  col.,  2004).  Por  otro  lado,  cdk5  participa  del  desarrollo  de  la  uni6n

neuromuscular (Fu y col., 2001; Fu y col., 2005). En ratones deficientes de cdk5, hay

defectos en el c/%Sferz.7g de receptores de Acetilcolina (AchR) y en la neurotransmisi6n,

determinado por rna mayor fi.ecuencia de REPP (miniature end-plate potencial) en KO

cdk5.  Ademfs,  1as  proyecci6n  motoras  aKonales  son  aberrantes,  revelando  el  papel

esencial de cdk5 en la regulaci6n del desalfollo de las sinapsis neuromusculares a7u y

col., 2005).

2.4.7.- Endocitosis

La  endocitosis  de  vesfculas  sinapticgs  (EVS)  es  mediada por  una  familia  de

proteinas   llamadas   defosfmas,   que   incluyen  amfifisina   I,   dinamina   1,   sinapsina,

Muncl8, entre otras Ovgnyen y Bibb, 2003; Tan y col., 2003; Tomizawa y col., 2003).

Estas proteinas son constitutivanente fosforiladas y luego desfosforiladas en respuesta a

excitaci6n  del  terminal presinaptico  por  calcineurina.  Dos  grupos  han  identificado  a

cdk5 como la enzima respousable de la fosforilaci6n de dinamina 1  (Tan y col.,   2003;

Tomizawa  y  col.,  2003).  No  obstante,  los  hallazgos  de  estos  dos  grupos  difieren

sustanciahaente, y las implicaciones de sus datos para el papel de cdk5 en EVS parecen

estar en completa oposici6n. Por un lado, Tan y colaboradores  demostraron que  cdk5

fosforila a dinamina  I  en  Ser774 y  Ser778  siendo  esencial para la EVS  (Tan y  col.,

2003), mientras que Tomizawa y colaboradores deteminaron la fosforilaci6n dinamina



I 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  roowed de  endocitosis  Orgnyen  y  Bib,  2003).  Ademas,  cdk5  puede

fosforilar  a  sinapsina  Oratsubara  y  col   1996)  y  Muncl8   (Shuang  y  col.,   1998)

regulando sus funciones en la endocitosis.

2.4.8.-Memoria y Aprendizaje

Laformaci6ndememoriarequiereunaseriedeprocesosmoleculares,talescomo

fosforilaci6n de proteinas, expresi6n g6nica y sintesis de proteinas c7e 7eovo, guiando a

cambios  estructurales y  funcionales  de  las neuronas  (Fischer y  col.,  2002).  Mediante

hibridizaci6n subtractiva se determin6 que cdk5 se expresa diferencialmente en cerebro

de  ratones  estresados  con  respecto  a  ratones  control.  La  inyecci6n  de  butirolactona

(inhibidor de cdk5) en el hipgcampo 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 or de la proteina quinasa 11 dependiente de

Ca+2/cahaodulina  (CamKIIor)  y  Ch-actinina,  dos  proteinas  localizadas  en  la  densidad

postsinaptica (PSD)  (Dhavan y col., 2002). Esta asociaci6n podrfa sugerir un crosrsfcz/#

entre las vfas de transducci6n de CamKm y cdk5 y podrfa ser un componente mas del

complejo mecanismo que contribuye a la plasticidad sinaptica, memoria y aprendizaje

(Dhavan  y   col.,   2002).   Por  otra  parte,   en  un  rat6n  transg5nico   condicional   que

sobreexpresa transientemente p25  seguido  de represi6n del transg6n,  se  determin6  un
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mejoramiento de la potenciaci6n a largo plazo (LTP) y rna facilitaci6n de la memoria

dependientedehipocampo.Encambio,lmaprolongadaexpresi6ndep25enestemismo

rat6ncausaseverosd5ficitcognitivos,losquefueronacompafiadosporp5rdidaneuronal

ysinfpticaydisminuci6nenLTPGischerycol.,2005).

2.4.9.- Apoptosis

J# vz.vo,  la actividad de  cdk5  es fuertemente regulada.  La ausencia de  cdk5  es

letal para desarrollo del sistema nervioso central. Sin embargo, demasiada actividad de

cdk5  es tambi5n t6xica a las c6lulas, particularmente a neuronas,  guiando  a apoptosis

neuronal bajo condiciones fisiol6gicas y pato16gicas (Patrick y col.,  1999; Weishaupt y

col., 2003; Gong y col., 2003). cdk5 participa en la apoptosis neuronal por medio de la

fosfori]aci6n de varios sustratos,  entre ]os cuales esta el factor de transcripci6n MEF2

(Gong y col., 2003),  la quinasa N-temiinal c-Jun (JNK3)  (Li y col., 2002),  la proteina

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

2.4.10.-Dolor

Recientemente, se ha implicado a la participaci6n de cdk5 en las vfas del dolor

(Pareek y col., 2006a; Pareek y Kulkami, 2006b). Tanto cdk5 como p35 se expresan en

neuronas   nociceptivas,   que   estan   encargadas   de   censar   la  respuesta   inflamatoria

periferica. Ademas, en ratones jro para p35, los que muestran rna disminuida actividad

de cdk5, mostraron retardo en la respuesta a un estinulo 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 estfmulo doloroso (Pareek y col., 2006a). La

via de transducci6n de sefiales de proteina quinasa activada por mit6geno (MAPK) esta

implicada  en  el  dolor.  cdk5  regula  esta  via  a  trav6s  de  la  fosforilaci6n  de  Mekl,

regulando asi la activaci6n de ERK1/2 Q'areek y Kulkarni, 2006b).

2.5.- Modelos Gen6ticos para Cdk5 y p35

cdk5  y  su  activador especifico neuronal p35  son mol5culas  esenciales  para la

migraci6n neuronal y para la organizaci6n 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 Transg6nicos Para Cdk5

Los, ratones nulos para cdk5 son letales perinatalmente y presentan inversi6n de

de las principales estructuras laminadas del cerebro (Ohshima y ,col.,1996). A causa que

cdk5  se expresa tanto en neuronas  como en astrocitos, no ha sido claro  si el fenotipo

letal observado en los aninales KIO para cdk5 es primariamente atribuible a defectos en

neuronas o astrocitos. Por lo tanto, en el afro 2001  se gener6 un rat6n transg6nico que

sobreexpresa cdk5 bajo el promotor de p35 en un bczc4groc/77d gen5tico nulo para cdk5

(Tanaka y col., 2001). Estos animales fueron fertiles .y viables a pesar que la expresi6n

de  cdk5   fue  lim`itada  principalmente  a  neuronas.  Por  ello,   en  este  trabajo   qued6

claramente demostrado que la actividad de cdk5 es necesaria para un desarrollo normal y

la sobrevida de neuronas expresando p35 (Tanaka y col., 2001).



2.5.2.- Ratones Transg6nicos Para p25.

A  la  fecha,   se  ham  generado  cuatro  modelos   de  ratones  transg6nicos  que

sobreexpresan   p25,   un   fragmento   proteol£tico   de   p35   (Ahlijanian   y   cLol.,   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 organizaci6n

del citoesqueleto, debido principalmente a una amplia degeneraci6n axonal (Ahlij anian y

col.,  2000;  Bian y  col.,  2002).  Estos  cambios  son  localizados  predominantemente  en

am±gdala,talano,hipotalanoycorfeza.Lasobreexpresi6ndep25resultaenunaumentl

delaactividaddecdk5quefuesuficienteparaproducirhiperfosforilaci6ndelaproteinl

tauenfosfoepitopesdetipoAlcheimer(Ahlijanianycol.,2000;Bianycol.,2002).EI

cambio,  en  los  otros  dos  modelos  transg6nicos  de  sobreexpresi6n  de  p25,  no  s!

observaron  cambios  en  la  organizaci6n  del  citoesqueleto  (Takashima  y  col.,

Angelo y col., 2003). En estos ratones no hubo hiperfosforilaci6n de la proteina

muerte neuronal, al contrario de lo que ocurre en los modelos transg5nicos mencionados

anteriormente.    Las    discrepancias    en    los    resultados    obtenidos    puede    debers!

principalmente  a  los  distintos  promotores  del  transg6n  utilizados  y  por  ende,  a  lo!

diferentes  niveles   de  sobreexpresi6n  del  transg6n  en  los   4  modelos   transg6hico!

generados (Takashima y col., 2001 ; Angelo y col., 2003).

En los cuatro modelos transg6nicos de p25 analizados no se observ6 formaci6

de ONF, uno de los principales agregados intracelulares en la EA. En cambio, en ratone

que sobreexpresan mutantes de la proteina tau, principalmente en Val337 o Pro301  s

hubo formaci6n de ONF (Tanemura y col., 2001, G6tz y col., 2001a; G6tz y col., 2001b
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Lewisycol"01).Porotrolado,segener6unrat6ndobletransg5nicomediantee|

cruce de rna rat6n transg6nico que sobreexpresa p25  (Ahlijanian y col., 2000) con un

rat6nquesobreexpresalaproteinatauhunanamutantep301Lqewisycol.,2001).Lo!

ratones dobles transg6nicos p25/tau produjeron un aumento  en la hiperfosforilaci6n

agregaci6n de tau, lo que conlleva a un aumento en la formaci6n de ONF comparados

conanimalessimpletransg6ricosdefan.Esdecir,unaumentoenlaactividaddecdk!

por  p25   considerablemente  genera  un  aumento   en   el   desarrollo   de   la  pato

neurofibrilar (Noble y col., 2003).

Cruz  y  colaboradores  generaron  un  rat6n  transg5nico  que  sobreexpresa

condicionalmente   en  cerebro  anterior  postnatal  mediante   el  sistema  de   expresi6h

dependientedetetraciclina(Cruzycol.,2003).Estosaninalestransg5nicospresentJ

::i

p5rdida de neuronas en corteza e hipocampo, seguido de atrofia cerebral, astrogliosis

activaci6p de caspasa 3 (marcador de apoptosis). Ademas, en estos animales la proteina

tau end6gena fue hiperfosforfuada y se generaron agregados de tau y hubo un

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

2.5.3.- Ratones Transg6nicos Para p35.

Se han generado 2 ratones transg6nicos que sobreexpresan p3 5 (Van den Haute

::1:::1::=a:asdhefny:::t:0;5:o:aLb:=::ers:t6Enst::S=e:1:L°esdes:;r5ee::r::ier::°5Pe°j

:::::::s;:rLqLuareL:°pnrL::::aunfa:=oesnLtb°Lee:e]natea,C:rev::daodad:uce¥L5n:;:I:°m;r:Lsduefi::::tuec:1:i

de p35, necesar,io para una efectiva activaci6n de cdk5 para actuar como una quinasa
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fau,nofuealcanzadoenestosanimales(VandenHauteycol.,2001).Porotrolado,e[

;:::e;:r:es::T?3:5i;:i:;h;I"a;dor:e:S:o,:e:n.:.r::3:n(ETn:o;.5s,::rt;I-i::Se:::ang:g3e:n:::;;:,:::|!
sobreexpresi6n de p35 revirti6 los defectos en laminaci6n de la corteza en animales KP

para p35.  Por Qtro  lado, los niveles  de la proteina p35  fueron  1,6 veces mas altos

ratones  Tgp35  con respecto  a ratones wf (Takahashi  y  col.,  2005).  Ademas  en  esto§

ratonesTer35sedemostr6queelaunentoenlaactividaddecdk5generadoporli

sobreexpresi6n  de  p35  contribuye  a  la  atenuaci6n  de  la  sefializaci6n  de

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

2.6.- Desregulaci6n de Cdk5 y Neurodegeneraci6n

La   actividad   de   cdk5   es   regulada  principalmente   por   la   expresi6n   y   la

localizaci6n de p35.  El mejor ejemplo de desregulaci6n de cdk5  es  a trav5s  del corte

proteolitico  mediado  por  calpaina  de  p35  generando  p25  Gee  y  col.,  2000).  Una

potencial relaci6n 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

Alcheimer (Patrick y col.,  1999; Tseng y col., 2002, Otth y col., 2000). Analisis z.72 1/z.Z7`o

apoyan esta hip6tesis, ya que altos niveles de p25, pero no de p35, en cultivos prinarios

de  neuronas  de  rat6n  aumenta  la  fosforilaci6n  de  tau  y  hay  rna  disrupci6n  del

citoesqueleto  (Patrick y col.,  1999;  Van den Haute y col.,  2001). Adem5s,  una aguda

exposici6n al p6ptido AP, o agentes que causan un influjo de calcio, pueden inducir una



prote61isis inducida por calpaina de p35 a p25  (Lee y col., 2000; Alvarez y col.,  1999),

aunque  esto  no  necesariamente  aumenta la  fosforilaci6n  de  tan  en  c6lulas  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  intexpretados

sugiriendo que altos niveles de AP en la EA puede gatillar la conversi6n de p35 a p25,

guiando  a  la  activaci6n  de  cdk5  y  a  una  consecuente  hiperfosforilaci6n  de  tau.  No

obstante, al ensayar esta hip6tesis en ratones transg6nicos que sobreexpresan p25 se han

generado resultados conflictivos con respecto al aunlento en la fosforilaci6n de tau y rna

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 IJubec,  2001;  Tandom y  col.,  2003).  En  conjunto  estos  antecedentes no

arrojan una clara conclusion respecto  del verdadero papel de p25  como  el  fragmento

activador responsable del aumento de fosforilaci6n de la proteina tau en la EA.

Debido a la gran cantidad de diserepancia que hay acerca de la participaci6n 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 comprensi6n  de  la participaci6n  de  p35  en  la

neurotoxicidad mediada por el amieloide tanto en un modelo z.7? vz.1;o (un modelo de rat6n

transg6nico  condicional que exprese  la proteina p35  en  cerebro  de manera regulable)

como  z.77 vz.fro  (cultivos prinarios de neuronas transfectados para sobreexpresar a p35).

En el caso  del modelo  I.7z vfro se escogi6 el sistema dependiente de tetraciclina (tTA).

Este sistema binario puede ser regulado ya que la transcripci6n del transg5n de inter6s



depende   de   la  presencia  de  rna  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 conformaci6n tridimensional

cuando se le une tetraciclina, y este cambio impide que tTA pueda unirse a las regiones

regulatorias  del  transg6n  de  inter6s,  apagando  de  esta  forma  la  expresi6n  de  dichos

transgenes. Es por esto, que el sistema se denomina Tet-Off.

Este  sistema de  expresi6n  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 sobreexpresi6n de p35 y su contribuci6n a la EA.
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3.- HIP6TESIS

La  sobreexpresi6n  de  p35,  activador  neuroespecffico  de  cdk5,  en  cultivos

celulares y en el sistema nervioso central de un rat6n transg6nico condicional produce un

aumento en la actividad de cdk5, y potencia la muerte debida al p6ptido AP.
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4.- OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral es analizar los mecanismos

en  tomo  a  la  desregulaci6n  del  sistema  cdk5/p35   en  el  contexto  de  los  procesos

neurodegenerativos asociados a la EA, basados en los hallazgos de nuestro laboratorio

entre otros, que apuntan hacia un mecanismo por el cual se desregula la actividad del

complej o originando hiperfosforilacion en la proteina tau.

4.1.- OBJETIVOS ESPEciFICOS

1.-Desarrollar un modelo de rat6n transg6nico condicional que sobreexprese p35 en el

sistema nervioso central.

2.-Analizar la participaci6n de p35 en los procesos neurodegenerativos en relaci6n con

la EA.

2.1.- Caracterizaci6n genotl'pica de los aninales

2.2.- Caracterizaci6n fenotipica de los aninales

3.-Establecer la relaci6n entre el p6ptido AP y la via de cdk5/p35 en el contexto de la

neurodegeneraci6n en la EA.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.-MATERIALES

5.1.1.-Material Biol6gico

La cepa de ratones C57BL/6J tTA Q4ayford y col. 1996) fue gentilmente donada

por el Dr. J. Lucas (Madrid, Espafia). Tambi6n se utiliz6 la cepa de ratones FVB para

generar los animales transg5nicos Biteto-p35/GFP.  Ademas,  se utiliz6 la linea celular

N2A (neuroblastoma de rat6n) (ATCC-CCL-131). Por otro lado, se utiliz6 la cepa de E.

coli DH5or (Promega).

r
5.1.2.- Reactivos Qufmicos 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

pel£culas  autoradiograficas  de FujiFiha ¢R-U30).  El medio Neurobasal  0{8),  Halik

QIBSS),  suplemento  N2  y  827  de  Gibco.  Los  oligonucle6tidos  fueron  obtenidos  de

Invitrogen. Reactivo  quimioluminicente para 14;esfer7z Z7/o/ ECL fue obtenido de Perkin

Elmer.  El p6ptido amieloide se obtuvo por "czfsfo77e j7cczc7e" sintesis Global Peptide para

el Laboratorio del Dr. Maccioni.
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5.2.- RETODOS

5.2.1.- Cultivo Celular

La  linea  N2A-tTA  expresa  constitutivanente  el  transg5n  tTA.  Estas  c5lulas

fueron   crecida en medio DREM (Gibco) suplemeutado con suero fetal bovino ¢BS)

(Gibco)  al  10%,  100  LLg/inL  de  penicilina  y  estreptomicina  (Gibco)  y  G418  Sulfate

(Gibco) 250 ILL/inL y   cultivadas en placas de cultivo a 37°C, en un incubador con 5%

de C02 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, segdn protocolo descrito por Banker y Cowan,1977. El tejido se

resuspendi6 en tampon Hank -Tripsina EDTA 0,25% (Gibco) y se incub6 por 10 min a

37°C. Despu5s de 3  lavados con HBBS el tejido se disocio mecanicamente con pipeta

Pasteur. Las c6lulas se sembrarch en medio neurobasal QTB)-10% de suero de caballo

(Gibco), suplementado con lmM de glutamina y piruvato (Gibco), durante 3 horas a rna

densidad de 20.000 c5lulas/cm2. Posteriormente se cambi6 el medio a NB-827 o NB-N2

(Gibco),  suplementado  con  1  mM  de  glutamina  y piruvato  (Gibco).  Los  cultivos  se

mantuvieron en incubador humidificado a 37°C y 50/o de C02.

5.2.2.- Clonaci6n de p35 en el Vector BiTeto-EGFP
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El CDNA de p35 se amplific6 a partir de un plasmidio donado gentilmente por el

Dr. A. C5ceres (C6rdoba, Argentina), con los siguientes partidores sentido y antisentido

¢nvitrogenTM) que contienen en sus extremos las secuencias de corte de las enzimas de

restricci6n Mlul toartidor 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 clon6 en el vector TOPO TA Cloning® Kits anvitrogenTM)

y  posteriormente  el  CDNA  p35  se  liber6  al  digerir  con  las  enzimas  Nhel  y  Mlul

(Fermentas), y se clon6 en el vector BiTeto-EGFP (Clontech) digerido con las mismas

enzimas. Por tiltimo, 1os clones positivos se analizaron mediante analisis de restricci6n y

por secuenciaci6n.

5.2.3.- Transfecci6n de Lineas Celulares

Para verificar la funcionalidad del vector reci5n construido, se transfect6 la linea

celular de neuroblastoma de rafon N2A-tTA con el vector BiTeto-p35AIGFP durante 48

h. Se utiliz6 el reactivo de transfecci6n TransFast" (Promega) y/o Lipofectamina 2000

(|nvitrogenTM)  mss  Opti-RIM  ¢nvitrogenTM)  como  vehiculo  de  transfecci6n  segtin

protocolos establecidos por el fabricante.

5.2.4.-    Preparaci6n    de    los    Extractos    de    Proteinas    Para    Estudios    de

Inmunodetecci6n e Inmunoprecipitaci6n
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Despu5s de las 48 h de transfecci6n, se retir6 el medio de cultivo y   las c6lulas

fueron lavadas 3 veces con PBS  IX 0Tacl 137 mM, Kcl 27 mM, Na2IIP04+7H20 4.3

mM y KH2P041.4 mM, pH=7.3) y homogenizadas con 150 LiL de tamp6n 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 Hg/inL, aprotinin 2 Hg/inL,

leupeptina 2  LLM y pepstatina  1  pug/inL) mediante raspado de las placas de cultivo con

scrczper.  Posteriormente,  a los  homogenizados  se  agreg6  1°/o  de  Trit6n 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 m6todo de

Bradford modificado (BioRad).

5.2.5.- Inmunodetecci6n

En  experimentos  de  wesze7`7e  a/of,  las  proteinas  del  sistema  nervioso  fueron

separadas mediante  electroforesis  en geles  de poliacrilamida  de  6°/o  a  15°/o mss  SDS

0,1°/o,    transferidas    a   membranas    de   nitrocelulosa   y   procesadas    mediante   un

procedimiento estindar descrito por Alvarez y col.1999. De  10 a 30 Hg de proteinas se

cargaron  en  un  gel  de  acrilamida,  que  luego  fue  trasferid.o  a  una  membrana  de

nitrocelulosa. Posteriormente, se bloque6 1 h a TA en PBS-ri4/ee7c20 0,05%-leche 5°/o, y

luego se incub6 toda la noche a 4°C con los anticuexpos primarios preparados en PBS-

rwee7720-leche 1%. Al dia siguiente, las membranas se lavaron 3 veces por 10 min a TA

con PBS-rM;ee7z20 0,05%. Luego se incub6 el anticuerpo secundario tambi6n preparado

en  PBS-rwee7220  0,05°/o-leche  10/o  por  1  h  a  TA,  y  las  membranas  fueron  lavadas



fmalmente  con PBS-ri47ee7720  0,05°/o 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.- Inmunoprecipitaci6n

De  200  a  500  ng  de  extractos proteicos  de  c61ulas  N2A  transfectadas  con  el

vector BiTeto-p35AIGFP fueron incubados con 5 HL de proteina A 50% (Sigma) por 30

min a temperatura ambiente. Posteriormente esta mezcla se centrifug6 a  1000 rpm por

10 min a 4°C, se recuper6 el sobrenadante y se incub6 a 4°C toda la noche con 5 prL de

un  anticuexpo  policlonal anti-Cdk5  (C8)  (Santa  Cruz Biotechnology).  Al otro  dia,  se

agregr6  20  prL  de proteina A  500/o  (Sigma)  a  los  inmunoprecipitados  por 2  h  a 4°C.

Luego  los  IPP  se  centrifugaron     1000  pin  por   10  min  a  4°C  para  obtener  los

inmunocomplejos. El pellet obtenido se lav6 3 veces con tamp6n RIPA. Finahaente 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  I.7e  1;I.Z7'o  fueron  realizados  segtin  protocolos

descritos  por  Alvarez  y  col.,  2001.  Los  inmunocomplejos  precipitados  en  el  paso

anterior (inmunoprecipitaci6n)  con el anticuelpo anti-cdk5  fueron lavados 3  veces con

tamp6n RIPA y una vez con tamp6n quinasa ¢Iepes 50 mM, Mgc12  10 mM, Mnc12 5

mM, DTT  1  LLM) mas ATP frio  1  HM. Estos inmunoprecipitados se incubaron con 2,5
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LLg de histona Hl  mas 5 prci [y-32P] ATP en un volunen de 50  ILL por 30 min a 30°C.

Despu6s de la incubaci6n, 1as reacciones fueron analizadas por fraccionamiento en geles

SDS-PAGE, 1uego fueron transferidas a nitrocelulosa y autoradiografiadas en el equipo

Phospholmager.  Posteriormente,   1a  cantidad  de  cdk5   de  cada  ensayo  quinasa  fue

ensayada en las mismas membranas mediante 14;esfer7c  a/oZ.

5.2.8.- Inmunofluorescencia

Los   ensayos   de   inmunofluorescencia   fueron   realizados   segiin   protocolos

descritos por Alvarez y col., 2001. Brevemente, c6lulas N2A y neuronas hipocampales

fueron   crecidas   sobre   covers/zZ7.    Luego   fueron   fljadas       con   rna   mezcla   de

paraformaldehido  4%-sacarosa 4% por 20 min a 37°C.  La permeabilizaci6n se realiz6

con Metanol frfo a -20°C por 10 min y con PBS IX-trit6n x-100 0,1% por 10 min. Luego

los covers/zP fueron bloqueados duraute 1 h con BSA al 5% e incubadas durante toda la

noche  a 4°C  o  1  h  a T.A.  con  los  anticuexpos primarios  preparados  en  BSA  1°/o  en

PBSIX. Luego,1os covers/zP fueron lavados 3 veces con PBSIX e incubados durante 1

h a T.A. con anticueapos secundarios anti-rabbit y anti-mouse acoplados a isotiocianato

de  fluoresceina  (FITC),  Rodamina  (TRIC)  y  Alexa  Fluor  546  Orolecular  Probes).

Despu6s de 31avados con PBS IX, los covers/zP fueron montados sobre portaobjetos con

el reactivo Fluorsave (Calbiochem) y visualizados en el microscopio confocal invertido

LSM 510 (Zeiss).

5.2.9.- Hxtracci6n de DNA Gen6mico de Colas de Rat6n



Se disect6 rna biopsia de cola de rat6n (1  cm) y se agreg6 500 LtL de Buffer de

digesti6n de tejido (50 mM this pH=8,3; 100 mM Nac1; 5 mM EDTA y 0,8% SDS) y 4

prL de proteinasa K 20 mg/inL. Esta mezcla fue incubada con agitaci6n a 55°C de 2 a 4

h.   Una  vez   disuelto  el  tejido   se   agreg6   1   volumen   de   fenol/cloroformo/alcohol

isoamflico 25/24/1  y se centrifug6  10 min a  14000 rpm.  Se separ6 1a fase acuosa y se

agreg6 otro volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25./24/1,  se centrifug6  10

min a 14000 xpm y a la face acuosa se le agreg6 1/10 volumen de Acetate de sodio 3 M

pH 5.2 y 2,5 vohimenes de etanol puro. Se agit6 por inversi6n hasta la formaci6n de un

ovillo de DNA, el cual fue resuspendido en 100 ILL de H20 precalentada a 55°C por 10

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

5.2.10.-Reacci6n en Cadena de la Polimerasa a'CR)

Para analizar el genotipo de los ratones, se extrajo DNA gen6mico de las colas de

los animales (segtin protocolo arriba descrito), y posteriormente se realiz6 un PCR con

partidores especificos contra EGFP y tTA anvitrogenTM). 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

amplificaci6n consisti6 en 30 ciclos de 0,5 min a 94°C,  1 min a 62°C y 1  min a 72°C y

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 intisentido 5 '-CGA AAT CGT CTA

GCG CGT CGG-3 '. El protocolo de amplificaci6n consisti6 en un pre-PCR de 5 min a



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 amplificaci6n gener6 un producto de 593 pb.

5.2.11.-Extracci6n de RNA Total y RT-PCR

Se  extrajo  RNA  total  de  cerebro  de  rat6n  (corteza,  hipocampo  y  cerebelQ)

mediante el reactivo TRIZOL (Invitrogen"). El tejido (100 mg) mas 1 mL de TRIZOL

fue homogenizado mecinicamente en un homogenizador de vidrio. S.e incub6 por 5 min

y se adicion6 200 prL de cloroformo, se agit6 por 15 s y se incub6 3 min a T.A. Despu6s

de  la centrifugaci6n a  12000 rpm por  15 min a 4°C,  se  separ6 la fase  acuosa y se le

adicion6 500  LtL de isopropanol.  Se incub6 por 10 min a T.A. y se centrifug6 a  12000

rpm por  10 min a 4°C. EI RNA se lav6 corn  1  mL de etanol 75%.  Se  centrifug6 y el

pellet de RNA `se resuspendi6  en 50  ilL de agua libre de RNAsas.  Para determinar la

concentraci6n y la pureza de RNA se nridi6 1a OD260 rmi y 280 rmi.

La reacci6n de transcripci6n inversa se realiz6  similar al protocolo que trae la

enzima Super Script 11 (Invitrogen"). Por otro lado, como control de la reacci6n de RT-

PCR se utilizaron los siguientes partidores contra cdk5 : cdk5 sentido 5 '-ATT GTG GCT

CTG AAG CGT GTC-3 ' y cdk5 antisentido 5 '-CTT GTC ACT ATG CAG GAC ATC-

3 '. El protocolo de amplificaci6n consisti6 en 30 ciclos de 0.5 min a 94°C,  1 min a 55°C

y 1 min a 72°C.  La amplificaci6n gener6 un producto de 138 pb.

5.2hl2.- Southern blot
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A partir de DNA geninico de las colas de los ratones, se procedi6 a genotipar a

los animales usando la t6cnica de Soz!£fee772 b/of (Sambrook y Russell, 2001). Para ello,

10 pug de DNA fueron digeridos con BamlH, y rna vez separados por electroforesis en

geles  de  agarosa al  0,8%  fueron transferidos  a membranas  Genescreen Plus  OuN).

Posteriormente las membranas  fueron incubadas  en 0,5M tamp6n fosfato pH 7.0  que

contenfa,  1°/o BSA, 70/o SDS, 15% formamida y 1 mM EDTA. Luego de preincubar las

membranas  durante  1  h a 60°C  en  esta soluci6n,  se  agreg6  rna  sonda  del  gen  GFP

32
marcada con dcTP-P    por el sistema Rediprime (Amersham) y se  incubaron toda la

noche a 60°C. Al dfa siguiente, las membranas fueron lavadas 1 vez durante 1 h con 0,15

M tamp6n fosfato mas 0,1% SDS, y dos veces por 30 min con 0,03M tamp6n fosfato

mas 0,1% SDS., Posteriomente las membranas fueron expuestas durante varios dias a ,-

70°C  y  fmalmente  los  resultados  fueron  analizados  en  el  equipo  Molecular  Image

(BioRad).

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

Rat6n.

Cultivos primarios de neuronas hipocampales de 2 a 3 dias fueron transfectados

con:  a)  Solo  Lipofectamina, b)  BiTeto-p35ffiGFP,  c) BiTeto-p35ffiGFP y tTA   y d)

BiTeto-p35AIGFP, tTA y CFP (vector de expresi6n constitutiva). Se retir6 el medio de

cultivo se incubaron con los vectores durante 3,5 h en medio Opti-MEM (Gibco). Luego

se retir6 1a soluci6n de transfecci6n y se incubaron con NB-827. Se agreg6 tetraciclina
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1 LLg/mL y se incub6 durante 24 h. Al cabo de ese tiempo las neuronas fueron fijadas y

pemeabilizadas para luego realizar la inmunocitoquinica.

5.2.14.-Agregaci6n del P6ptido P-Amie]oide

El p6ptido Api.42 fue obtenido mediante sintesis ordenada para el Laboratorio del

Dr.  Maccioni  por  el  sistema  "custom  made"  a  Global  Peptide.  Para  obtener  fibras

amiloides de Api42 se indujo la formaci6n mediante agitaci6n (Evens y col.,  1995). Se

resuspendi6  1  mg de p6ptido liofilizado en 67  HL de DMSO est6ril,  se le adicionaron

933  ILL  de  PBS  est6ril  y  se  dej6  agitando  durante  7  dias  a  temperatura  ambiente.

Posteriormente,   se  centrifug6  a   14000  xpm  por  30`  min  a  4   °C,  para  fmahaente

resuspender el sedimento en PBS est6ril a rna concentraci6n de 1  Hg/prL. La formaci6n

de  las  fibras  amieloides  se  confirm6  por  microscopia  electr6nica,  en  microscopio

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

5.2.15.-Ensayo de Citotoricidad

Luego de transfectar neuronas hipocampales con los vectores arriba descritos, se

agreg6  10  prM  de  Api.42  durante  24  h.  Posteriolmente  las  neuronas  fueron  fijadas  y

permeabilizadas.  El  nivel  de  apoptosis  fue  determinado  mediante  el  kit J72  S'z.Z"  Ce//

Deczzfe Dejecfz.oJe  (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 estadfsticos param6tricos (ANOVA, Test Tukey HSD,

Test de Student) y no param6tricos (Test Mann Whitney y Test de Fisher).
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6.- RESULTADOS

6.1.-GENERACI0N DE UN RATON TRANSGENIC0 CONDICI0NAL

6.1.1.-Sistema de Expresi6n Condicional (tet-ofD

Para  la  generaci6n  de  un  rat6n  transg6nico  condicional  se  utiliz6  el  sistema

dependiente  de tetraciclina (Furth y col.,  1994;  Kistner y  col.,  1996;  Mayford y  col.,

1996). La regulaci6n del transg6n se alcanz6 a trav6s de un transactivador regulado por

tetraciclina (tTA), rna proteina de fusi6n entre el dominio de uni6n del represor tet y el

dominio de activaci6n VP16 ¢urth y col.,  1994). Esta proteina se une especfficamente

al operador teto e induce la transcripci6n de un promotor minimo de citomegalovirus

(CMV)  adyacente.  La  combinaci6n  de  ambos,  tTA  y  elementos  Teto  permite  la

expresi6n continua de un transgch dado.  Tetraciclina y  sus  analogos pueden unirse  a

tTA. Cuando esto sucede, tTA no puede unirse a Teto y la transcripci6n es inhibida. Se

gener6   un   rat6n   transg6nico   usando   un   vector   con   un   promotor   bidireccional

respondedor Teto seguido del CDNA de p35 en rna direcci6n y el CDNA de la proteina

fluorescente verde mejorada a3GFP) en la otra direcci6n (Figura 3A). Estos ratones se

designaron como BiTeto-p35ffiGFP. El otro componente necesario para la expresi6n de

p35 y EGFP en nuestro sistema binario, fie el transg5n tTA. Este transg6n se encuentra

codificado    en   un    segundo    animal   transg6nico    bajo    el    control   del   promotor

calcio/cahaodulina quinasa IIor (CamKHer) (Mayford y col.,  1996). En estos ratones la

expresi6n  del  transg6n  tTA  esta  condicionada  al  sistema  nervioso  central,  con  rna
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A : Promotor Minimo CMV

6,1 KB

€TK,:::                .t`          i.-.

Figura 3: Disefio del rat6n transg6nico condicional. A: Representaci6n esquematica del
vector Biteto de expresi6n inducible.  Este vector consiste de 7 copias de una secuencia
operador palindr6mica llamada tet flanqueada por dos secuencias promotoras minimas
CMV en orientaciones divergentes. El promotor bidireccional esta seguido por el CDNA
de p35 en rna direcci6n y el CDNA de EGFP en la otra. 8: Representaci6n esquematica
del sistema de regulaci6n dapendiente de tetraciclina.  La transcripci6n de  la molecula
tTA esfa regulada por el promotor de la CamKIIor. En su forma activa, tTA se une a las
secuencias operadoras tet comandando la expresi6n de ambos transgenes. La tetraciclina
o su analogo doxiciclina pueden inhibir la expresi6n de los transgenes debido a la union
a tTA.
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expresi6n  particularmente  alta  en  el  cerebro  anterior  adulto  (Mayford  y  col.,  1996).

Cuando  los  ratones  BiTeto-p35/GFP  son  cruzados  con  ratones  CamRIIch-tTA,  la

progenie   doble  transg6niea  constitutivamente   expresara  ambos   transgenes   to35   y

EGFP). Esta expresi6n, no obstante, puede ser inhibida en presencia de tetraciclina o de

su analogo doxiciclina (dox) (Figura 38).

6.1.2.- Clonamiento de CDNA de p35 en el Vector de Expresi6n Condicional

Se gener6 el vector bidireccional BiTeto que transporta p35 y EGFP. Para ello,

el CDNA de p35  se amplific6 mediante PCR a partir del plasmidio  con los partidores

sentido   (extremo   amino)  y  antisentido   (extremo   carboxilo)   que   contienen  en  sus

extremos las secuencias de corte de las enzimas de restricci6n Mlul y Nhel (Figura 4A).

Luego, el producto amplificado por PCR de p35  se purific6 y se subclon6 en el vector

pCR®2.1-TOPO® (Figura 48). Este subclonamiento ocurre ya que en los extremos de

los productos de PCR,1a Taq polimerasa coloca rna 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 liber6 el CDNA de p35 con las erraimas Mlul y

Nhel  y  se  clon6  direccionalmente  en  el  vector  PBI-EGFP  digerido  con  las  mismas

enzimas  (Figura  4D).  Al digerir  este  ultimo  vector  con  las  enzimas Mlul  y Nhel  se

liber6 un fi.agmento sobre las 900 pb, lo cual es esperado ya que el fi.agmento de p35 es

de 924 pb (Figura 4E). A este vector, que transporta EGFP en una direcci6n y p35 en la

otra  direcci6n  se  le  denomin6  BiTeto-p35AIGFP  (Figura  4F).  Para  corroborar  este

resultado se secuenci6 e.I vector BiTeto-p35AIGFP (Figura 5A) con el partidor sentido
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Figura 4:  Generaci6n del vector BiTeto-p35AIGFP. A:  Mediante PCR con partidores
especfficos contra p35  se obtuvo el CDNA de p35.I)  estandar  100 bp;  2) producto de

;ij!3:5:{°gin93:§4!¥s:i':d:i¥tofitrii;h2ba::-i;°:p¥c8i::C;i¥;:[ia;in;[]:d§:i;::::o;ic:d#:c5££;V;e:;tji
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
CDNA de p35 liberado en el carril 2. F: Mapa del vector BiTeto-p35AIGFP.
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------- :I.--i      -_   :----:.i=:.-:-i---,-=`_

> r ill 55867olemblx8o343.IIHSP35R  RE  I.sapiens  p35  in-..A  tor  regulatory  gutunic  of  t:dk5  kinase
I,engthal097

Score   t=   1124   bics    {567},      Expect,   B   0.0
Ident;it,lag   g   579/SBZ    {99t},   Gaps   c=   1/58Z    {Clt}
St,rand-Plus/Plus

Query     I           TGTCccrcTCTcccABCATACCGGllGGCCIcacTGTTTGArmTGGcneccccACCCTG     6o
11111„11111111111„'1111'1„1111111'11111111''              11111'''11'

sbjct      lil      TBTt:t:cTGtcTcccAGc-TAcc®GLilt;cccicGCTBTTrGA.Gc`LTGcccecgccAccGTG     169

auerir      61         ®GCCACTJLTAt:GBct:CTACAGAACICcllt=iAC®CCAAGGICAAGAAcCTonLAGi:accAc      120
1„11''''''      111111111'11111'1''11111„'11'111111111      I      111111111

sbj t:t,      170      BBccacTITneGBt:cBTAt:AI;ilcict:ilcflACGt:cAABG`ACAAfiAAccTGjLABccccAc      229

Query      121      TCCATCATCTCCGTGCT6CCTTGG±±E±El|Tt:GTB6CCCT®TCGGCCAACAAGAA,GAAC      180
111111111111„       '111111111'111111'111111'''''1'1111111111       „111

sbjct      z3o      TccATCAlcTccGTGCTBCCTTGE=±±E±£lATCGTGGCcGTCTCGBccAAgAA,end,GAA,c      289

0uer]r      181      TCCAAGAA6GTGCAct:I:TAACACCAt;CIICCAGAACAACATCACGcaccTCAACAATGAB      240
Ill       I       1111'11'1111111111111„111''1111I       '111111'111111111       '„111

9bj ct,     290     Tt:I:AACAAceTccAc€cTAABiGciBctAfcACAACAACATcacccaccTCAACAATca,c     349

Query      241      AACCTGIAGA.AGTCGCTGTcerGCGCcl|ECTCTCCACATTCACccjiocccccAccGG€C      goo
11„''1'111111111''1'11'111'111111111'11111111111111„11111

Sbjc:c      3S0      AACCTGAAGAAGTCGCTCTCGtccGct:||CCTBTCCACATTCGCCCABCCCCCACCBBCC      409

Query     301      CAGCcaccTBEACCCCCGBCCAGcalBCICII:CCGTrct:CAurccgGGGCTCCTcCTCA     360
11111111111        '11111111111111111'1111111„'1111111111111        I        111111

sbjct      4io      cABt:cGccT6cAcccCCGGt:CAGct:iGCICTCGcoTTcCCAGaccGGGcceTccTcCTCA     46g

Query      361      CTCAAGiAAEt:I:I:CTCAct:CTct:CCIEIECTCCGCACCGICCCccAJLneGceTCATccTc      42o
111111'11111111'1111111„1'11'111„      1111'1'1111      '111'      111111      '1'

L[jct       470      GTt:AAGAAAGCCCCTCACCCTGCct;ICICCTCCGCACGGACCccl:AAA.CCcOTCATl=GTC      529

auerir      421       CACGCGTl:I:ACCACTGAGCTCCIICGI=TGCCTGGCTGA.I;TTTCTCTct:Cart:BGTCCTAc      48o
11      „      I      I      I      I      1111111      I      I      I       11''111''1111111111111      I      I      I      11111111111111       Ill

sbjae      53o      cAGGCGTct:iccABTGAGCT6CTlt:I;cTGCCTCGBTCACTTTCTCTcecacc:GBTacm.I      g89

Figura 5: Secuencia y alineaniento del vector BiTeto-p35AIGFP. A: el vector BiTeto-
p35AIGFP  fue  secuenciado  con  el  partidor  sentido  de  p35.  8:  Alineamiento  de  la
secuencia con la base de datos (BLAST). Se obtuvo sobre un 99% de identidad con el
CDNA de p35 de humano QT° de acceso: 558670).
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de p35  y luego  de un alineamiento  con la base  de  datos  se  obtuvo  sobre un  99°/o  de

identidad con el CDNA de p35 de humano QT° de acceso: 558670) (Figura 58).

6.1.3.-Transfecci6n del Vector BiTeto-p35maGFP en c6Iulas N2A-tTA

Se   verific6   la   expresi6n   del   vector   BiTeto-p35AIGFP   en   c6lulas   N2A

transfectadas establemente con tTA. La eficiencia de transfecci6n de estas c61ulas 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 f}-tubulina de

estas  c5lulas  transfectadas.  La  proteina  p35   se  expresa  constitutivamente  en  bajos

niveles. Luego de transfectar el vector BiTeto-p35flGFP, los niveles de p35 aumentan

considerablemente y esto se corrobora por la expresi6n de EGFP en las mismas c5lulas,

es decir, ambos, transgenes son expresados en las mismas c6lulas (Figura 7). Por otro

lado, 1os niveles de la proteina tau son muy bajos en c61ulas N2A-tTA. Por esta raz6n, se

co-transfectaron con un vector que transporta el CDNA de tau humana en presencia del

vector  BiTeto-p35AIGFP.  Con  un  anticuerpo  contra  tau  total  (Tau-5)  se  analiz6  la

expresi6n de  tau  en  las nrismas  c6lulas EGFP positivas  Qrigura  7).  Debido  a  que  el

anticuexpo  AT-8,  que  reconoce  los  residuos  fosforilados  en  Ser202  y  Ser205  en  la

proteina tau, no funciona bien en irmunofluorescencia, se utiliz6 el anticuerpo reciproco

denominado Tau-1, que reconoce .estos mismos residuos pero desfosforilados. En c5lulas

que sobreexpresan p35, y por ende poseen mayor actividad de cdk5,1a marca para Tau-1

fue menor que en c51ulas no transfectadas en donde la marca para Tau-1  fue mas alta

(Figura 7). Es decir, indirectamente se demuestra que la sobreexpresi6n de p35 induce
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N2A-tTA

Sin transfectar

Transfectadas con
BiTeto-p35AIGFP

Transfectadas con
Biteto-p35AIGFP +
1 LJg/mL tetracic]ina

CONTRASTE DE FASE EGFP

Figura 6: Transfecci6n transiente del vector BiTeto-p35AIGFP en presencia y ausencia
de   1    Hg/inL   de   tetraciclina   en   c6lulas   N2A   transfectadas   establemente   con   el
transactivador (tTA). Mediante el conteo de c6lulas en microscopia en contraste de fase
y  fluorescencia  para  EGFP  se  determin6  que  la  eficiencia  de  transfecci6n  de  estas
celulas  fue  en  promedio  de  48±5,7%  de  c6lulas  transfectadas.  Las  imagenes  fueron
tomadas con el objetivo 20x del Microscopio Con focal.
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Contraste Fase EGFP

Tau-5

Tau-I

Ptubulina

Figura 7: Inmunofluorescencia de c6lulas N2A-tTA transfectadas con el vector BiTeto-
p35AIGFP. En los paneles de izquierda a derecha se muestran imagenes de contraste de
fase,  fluorescencia  de  EGFP y  las  distinfas  inmunofluorescencias  con  los  anticuerpos
descritos a la derecha.  Se analiz6 p35 (Cl9), Tau-5, Tau-1  y P-tubulina. Las irigenes
fueron tomadas con el objetivo 63x del microscopio con focal.
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una mayor fosforilaci6n de tan. Por tiltimo, se utiliz6 un anticuelpo anti P-tubulina para

determinar que la morfologfa de las c61ulas transfectadas y no transfectadas no cambio

sustanciahaente (Figura 7).

Mediante wesfer7e a/o1s se determin6  que ambos transgenes  ®35  y EGFP)  son

altamente expresados en c6lulas N2A-tTA luego de una transfecci6n transiente de 48 h.

En cambio, la expresi6n de 5stas proteinas disminuy6 drasticamente en presencia de  1

pug/mL  de tetraciclina, indicando  que la expresi6n de ambos transgenes  efectivamente

era  dependiente  de  tetraciclina  (Figura  8A).  Los  niveles  end6genos  de p35  en  estas

c6lulas son  muy bajos, casi indetectables por weszer72 a/of, por lo tanto la cuantificaci6n

de  la  expresi6n  de p35  en c61ulas  transfectadas  fue  may  alta  (68,1  ± 23,7;  n=4)  con

respecto  a  la  expresi6n  endegena  de p35.  Ademas,  en  los  extractos  provenientes  de

c5lulas transfectadas en presencia. de tetraciclina hubo rna drastica disminuci6n de casi

10 veces con respecto a las c6lulas transfectadas sin tetraciclina (7,5±6,0 ;n=4 ;p=0,015 ;

Test Mann Whitney) (Figura 88).

Por  otro  lado,  se  realizaron  ensayos  de  actividad  quinasa  de  los  extractos

proteicos  de  c5lulas  N2A-tTA  transfectadas  con  BiTeto-p35ffiGFP.  Estos  extractos

fueron  irmunoprecipitados  con  el  anticuexpo  policlonal  anti-cdk5  (C8)  y  se  utiliz6

histona Hl como sustrato de la actividad quinasa y fosforo gama radioactivo ¢32). Los

niveles   de   cdk5   en   cada   irmunoprecipitado   fueron   analizados   con   anticuerpo

monoclonal anti-cdk5 (J3), encontrindose sinilares niveles en los tres casos analizados

(Figura  9A).  Una  vez  cuantificada  la  incorporaci6n  de  ATP-P32  a  Histona  Hl  se

determin6 que la actividad de cdk5  aument6 cerca de 4 veces  en c5lulas transfectadas

con BiTeto-p35ffiGFP versus  c61ulas  sin transfectar  ®<0,01  test Tukey HSD) y  este
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Figura 8: Expresi6n y regulaci6n de transgenes en c51ulas N2A-tTA. A: Se transfectaron
c61ulas N2A-tTA con:  1) sin transfectar, 2) BiTeto-EGFP, 3) BiTeto-p35flGFP y 4)
BiTeto-p35AIGFP   mas   1   Hg/inL   de   tetraciclina.   Mediante   wesfe77£   6/of   y   con
anticueapos  especificos  se  determin6  la  expresi6n  de  p35  (C19,  N20),  EGFP  y  P-
tubulina  en  c51ulas.  8:  Cuantiflcaci6n  de  la  expresi6n  de  p35  en  c6lulas  N2A-tTA
transfectadas  (n=4)  con BiTeto-p35AIGFP  en ausencia  (68,05±23,77)  y presencia  de
tetraciclina  (7,48±6,03).  El. asterisco  representa  rna  diferencia  significativa  entre  las
barras ®SO,015; Test Mann Whiney).
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Histona  H1          ``:`];::A.#*}#tEL¥iT:*ctf* `+

Cdk5

kDa

Figura  9:  Ensayo  de  actividad  quinasa.  A:  Extractos  proteicos  de  c61ulas  N2A-tTA
transfectadas  con  BiTeto-p35AIGFP  fueron  inmunoprecipitados  con  un  anticuelpo

::#Co]°g::::tnotr:nc=¥)i(I::*:a:::[nir€eunAe#:¥92d:nac#¥s±tdoandaqE?a::C::[u¥i:top)ail
tranfectar,  2)  transfectadas  con  BiTeto-p35ffiGFP  y  3)  transfectadas  con  BiTeto-
p35AIGFP  mas  lHg/inL  de  tetraciclina.  Los  niveles  irmunoprecipitados  de  cdk5  no
varian en los tres casos analizados determinado mediante wesfer77 a/of con el anticuerpo
monoclonal  contra  cdk5   (J3).  8:   La  actividad  de   Cdk5   aumenta  en  las  c5lulas
transfectadas  con BiTeto-p35AIGFP  (0,96±0,06)  versus  c6lulas  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 Tckey HSD).
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aumento disminuy6 a los niveles basales en presencia de tetraciclina ®<0,01 test Tukey

HSD)  (Figura  98).  Con respecto  al aumento  de  68  veces  en la expresi6n de p35  en

c61ulas transfectadas y correlacionando estos valores con un aumento de solo 4 veces en

la actividad de cdk5, se puede especular que a pesar de la gran cantidad de p35 en estas

c6lulas, la limitante debe ser la cantidad de cdk5 end6gena, quedando un exceso de p35.

Tornados en su conjunto estos experinentos demostraron que el vector generado para

hacer los animales transg6nicos, expresaba ambos transgenes al mismo tiempo,  que su

expresi6n era reversible y que el aumento de p35 tenfa un correlato funcional, como era

el aumento de actividad z7g i7z-fro de la enzima cdk5.

6.1.4.- Preparaci6n del Vector BiTeto-p35AIGFP Para la Microinyecci6n

Luego de analizar que el sistema de expresi6n condicional funciona en c6lulas

N2A-tTA, es decir, que se sobreexpresan ambos transgenes y su expresi6n es regulada

por tetraciclina, entonces se prepar6 el vector BiTeto-p35thGFP para la microinyecci6n.

Se ha descrito  que  la eficiencia de integraci6n de un vector linear aumenta mas  de  5

veces con respecto a un vector circular a3rinster y cols,  1985). Por esta raz6n, el vector

BiTeto-p35thGFP  fue  digerido  con la enzima Vspl,  que  corta este plasmidio  en  dos

sitios  (Figura  10A),  obteni5ndose  dos  finglnentos:  el primero  que  corresponde  a un

fragmento de 4.789 pb que contiene todos los elementos necesarios para la expresi6n de

EGFP y p35 condicionada por tTA; y un fragmento de 1.235 pb que se elimina qigura

lop).  Posteriormente  el primer  fragmento  linear,  que  seguiremos  llamando  BiTeto-

p35ffiGFP, se purific6 del gel de agarosa y foe resuspendido en frcz#Sge#j.c bz4#er esteril

yalmacenadoa-20°Chastalamicroinyecci6n.
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6.1.5.- Microinyecci6n del Vector BiTeto-p35mGFP

El vector BiTeto-p35AIGFP linearizado y purificado se microinyect6 en zigotos

en estado de prondcleos provenientes de ratones de la cepa FVB. Estos zigotos fueron

implantados en el titero de ratonas pseudo-prefiadas hasta llevar a t6rmino el parto.  Se

realizaron 5 rondas .de microinyecci6n y se obtuvieron un total de 37 animales (Tabla

N°1). Mediante analisis de PCR con partidores especificos para EGFP se determin6 1a

identidad  de  los  animales  transg6nicos.  De  los  37  animates  obtenidos  despu5s  de  la

microinyecci6n,  solo  6  aninales  fueron positivos  para  la  PCR  de  EGFP  (16,2%  de

eficiencia de producci6n de transg6nicos). De estos 6 animales, un rat6n no transmiti6 el

transg5n  a  la progenie  ql) y  otro  animal muri6,  quedindonos  solo  con 4  animales

transg6nicos  lo  que  representa  el   10,8%  de  eficiencia  de  producci6n  de  animales

transg5nicos  (Tabla  N°1).  Estos  valores  estin  dentro  del rango  descrito  en  literatura

(Brinster y col.,1985).

6.2.- CARACTERIZAC16N GENOTfpICA DE LOS ANIMALES

6.2.1.-  Genotipificaci6n por PCR

Mediante PCR se detemin6 la expresi6n de EGFP en 5 animales fundadores, los

que corresponden a las 5 lineas transgchicas   que fueron analizadas (L1, L3, L5, L7 y

L9).  Todas las lineas transg6nicas analizadas presentaban el transg6n de EGFP  en sus
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Tabla 1 : Microinyecci6n del vector BiTeto-p35AIGFP

Microinyecci6n No total de NO de animales 0/o de animales
animales positivos para positivos para

EGFP EGFP
|er Round 4 1

2do Round 5 0

Sex Round 8 0

4to Round 8 0

5to Round 12 5

TOTAL 37 6(4) 16,2 (10,8)
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DNAs  gen6micos.  Por  el  contrario,  los  animales  control  (wz./d fypeJ  no  presentaban

amplificaci6n por PCR del gen que codifica para EGFP (Figura 11).

Otro  factor  importante  de  analizar  fue  la  transmisi6n  del  transg6n  BiTeto-

p35AIGFP  de  rna  generaci6n  a  otra,  ya  que  los  animales  fundadores  podrfan  no

transmitir el transg6n a la progenie  como se ha reportado  en la literatura (Hammes y

Schedl, 2000). Por esta raz6n, se evalu6 mediante PCR las descendencias de las 5 lineas

fundadoras. Cuatro de los 5 aninales fundadores transmitieron el transg5n a la progenie

(L3, L5, L7 y L9) y solo la Ll no transmiti6 el transg6n a su descendencia (Figura 12)

por lo que este animal fundador no se sigui6 analizando.

Por  otro  lado,  1os  aninales  transg6nicos  tTA  tambi6n  fueron  genotipificados

mediante PCR con partidores especificos contra tTA. Ademas, se analiz6 la transmisi6n

del transg5n tTA a la progenie (Figura 13).

6.2.2.-  Genotipificaci6n por sozfffeer# b/of

Para confrmar la identidad de las 4 lineas transg6nicas se utiliz6 una t5cnica mas

especffica que  el PCR como es  el So%fifem 6/of.  Para ello,  10  ng de DNA gen6mico

fueron  digeridos  con  la enzina  de restricci6n BamHI,  separados  en gel  de  agarosa y

transferidos a rna membrana de nylon que posteriormente fue hibridizada con rna sonda

de  EGFP  marcada  con  dcTP-Chp32.  Las  4  1ineas  fundadoras  dieron positivas  para  el

S:ozfffeer#  6/of  contra  EGFP,  obteni5ndose  rna  banda  de  aproximadamente  0,76  Kb.

Ademas se observ6 distintas intensidades de banda entre cada linea, lo que sugiere un

distinto ntimero de copias del transg6n insertado en el DNA gen6mico. Por otra parte, se
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StdLI   NI    N2    L3     N3    N4     L5     N5    L7    N6     N7    L9   (+)

Figura 11:  Genotipificaci6n de los ratones transgenicos. Mediante PCR con partidores
especfficos contra EGFP se determinaron cunles animales eran transgenicos (L 1, L3, L5,
L7 y L9) y w;./d type OV1, N2, N3, N4, N5, N6 y N7). Como control positivo se utiliz6
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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L1

Std       I       2      3      4         5      6     7       8       (+)

L5

L3
100bpll    1213141516171819

L7 L9
100bp   22   23     24      25     26   27    28      29             100bp     73     74     75   76    77     78   79                   100bp     46      47       48      49

Figura  12:  Transmisi6n del transg6n a la progenie.  Se  analizaron las progenies  de los 5
animales  fundadores.  En  4  de  las  5  lineas  analizadas,  el  transg6n  fue  transmitido  a  la
progenie. Solo la linea 1 no transmiti6 el transg6n. Los ntimeros representan las camadas de
animales de cada fundador. Los ndmeros en rojo son animales positivos para EGFP y los
niineros  en  negros  animales  wf.  La  fecha  indica  la posici6n  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    (+)

<tTA

Figura 13: Genotipificaci6n de los ratones transg6nicos tTA y transmisi6n del transg6n
a  la progenie.  Mediante  PCR con partidores  especlficos  contra tTA  se  analizaron  los
animales fundadores y la progenie.   Los dos animales fundadores,  657 y 658  expresan
tTA  y  transmiten  el  transg6n  a  la  descendencia.  Los  ndmeros  en  rojo  son  animales
positivos para tTA y los negros son negativos para tTA. La fecha indica la posici6n del
fragmento de PCR que tiene un tamafio de 593 pb.



realiz6 un Soc£Zfeer77 a/oZ contra EGFP para 4 animales descendientes del fundador L9.

Tres de los 4 animales dieron PCR y SoziffeerJ7 b/oZ positivos para EGFP, confirmando

que el transg6n se transmite a la descendencia (Figura 14).

6.2.3.-  Mantenci6n de las Colonias y Cruces de Animates

Despu6s de la genotipaci6n de los animales fundadores (L3, L5, L7 y L9), de su

descendencia y de los aninales tTA, se hicieron cruces con animales 14;z./d type de las

mismas cepas para expandir y establecer las colonias y asf mantener los transgenes en

heterocigosidad. Las colonias fundadoras L3, L5, L7 y L9 fueron cruzadas con ratones

tTA para obtener animales dobles transg6nicos (Figura 15). De los diversos cruces (L3,

L5, L7 y L9 x tTA) se obtuvieron 109 aninales provenientes de  16 camadas con los 4

posibles  genotipos:  wz.Jd grpe, EGFP, tTA y EGFP/tTA  (dobles transgenicos)  (Tabla

N°2).  Estos genotipos se confirmaron   mediante PCR contra EGFP y tTA a partir de

DNA gen6mico obtenido de una biopsia de cola de estos animales (Figura 15).

6.3.- CARACTERIZAC16N FENOTfpICA DE LOS ANRALHS

6.3.1.-  Analisis de Expresi6n de los Transgenes

De  un  total   de   109   animales  obtenidos   de   los   cruces  de  ratones   simples

transg5nicos,  se hen analizado  14  animales  dobles transg5nicos provenientes  de  las  4

lineas fundadoras.  Se analiz6 la expresi6n de p35 y EGFP de animales iw./d type (wZ),



Animales frodadore s

1       NI   N2  L3    N3   L5    N4          1       L7    NS   L9    N6   (+)

A      NI    N2L3    N31.5     N4          i       L7    N5    L9    N6   (+)

Kb
iL+

6.56-
436-

232-
2.o3-

056-

Hijos de los frodadores

46                      47                    48      49      (+)

47                    48      49      (+)

Figura  14: Sociffeen3 B/a/ contra EGFP.  10 Hg de DNA gen6mico fueron digeridos con
BamHI, separados en gel de agarosa, transferidos a una membrana de nylon e hibridados
con  rna  sonda  de  EGFP  marcada  con  dcTP-Cip32.  Las  4  lineas  fundadoras  dieron
positivas    para    el    Soe4£ifem    a/of    contra    EGFP,    obteni6ndose    una    banda    de
aproximadamente  0,76  Kb.  Ademas  se  observ6  distintas  intensidades  de  banda  entre
cada linea,  lo  que  sugiere un   distinto ndmero  de  copias  del transg6n  insertado  en el
DNA gen6mico. Por otra parte, se realiz6 un Soe{ffeer7e b/a/ contra EGFP para 4 animales
descendientes del fundador L9, de los cunles 3 de los 4 animales dieron PCR y Soz!ffeer#
0/of positivos para EGFP, confimando que el transg6n se transmite a la descendencia.
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Figura 15: Genotipificaci6n de animales dobles transg5nicos. A) Ratones FVB simples
transg6nicos  (L3,  L5,  L7  y  L9)  transportando  el  transg6n  BiTeto-p35flGFP  fueron
cruzados con ratones  C57BL/6J transportando  el transg6n tTA.  8) De estos cruces  se
obtuvieron  animales  viables  y  fertiles  con  los  4  posibles  genotipos  (w/,  tTA,  EGFP,
tTA/EGFP) determinados mediante PCR con partidores especificos para tTA y EGFP.
C) Rat6n doble transg6nico BiTeto-p35AIGFP y tTA.
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Tabla  2:  Cruces  y  genotipos  de  los  animales  dobles
transg6nicos

N° cruce Cruces No crias Genotipaci6n mediante PCR

1 657 tTA x 3 EGFP 9 cn'as 2 wt       4 tTA
(Linea 3) OEGFP       3dtg

2 658 tTA x 5 EGFP I 1 crias 3 wt       2 tTA
(Linea 5) 4EGFP     2dtg

3 763 tTA x 28 EGFP 5 cn'as 5 wt       0 tTA
(Linea 5) OEGFP      0dtg

4 763 tTA x 32 EGFP 10 crias 4 wl       0 tTA
qinea 5) 6EGFP     0dtg

5 658 tTA x 5 EGFP 8 crias 4 wt       2 tTA
(Linea 5) 1EGFP      ldtg

6 657 tTA x 9 EGFP 4 cn'as 1 wt        2 tTA
(Linea 9) 1EGFP        0dtg

7 2 tTA x 14 EGFP 7 cn'as 2 wt        1 tTA
qinea 3) 3EGFP       ldtg

8 6 tTA x 17 EGFP 8 crias 1 wt       3 tTA
(Linea 3) 2EGFP     2dtg

9 1 tTA x 36 EGFP 5 crias 3 wt        1 tTA
(Linea 7) lEGFP    0dtg

10 1 1 tTA x 46 EGFP 8 cn'as 3 wl       0 tTA
(Linea 9) 5EGFP    0dtg

11 1 2 tTA x 42 EGFP 4 cn'as 1 wt        0 tTA
(Linea 7) 3EGFP       0dtg

12 5 tTA x 9 EGFP 3 cn'as 1 wt        OtTA
a,inea 9) OEGFP       2dtg

13 7 tTA x 48 EGFP 7 crias 4 wt        1 tTA
qinea 9) 2EGFP       0dtg

14 3 tTA x 9 EGFP 7 crias 2wt        1 tTA
(Linea 9) 2EGFP       2dtg

15 2 tTA x 9 EGFP 4 cn'as 1 wt        2tTA
qinea 9) 1EGFP       0dtg

16 4 tTA x 112 EGFP 9 cn'as 2 wt       0 tTA
(Linea 7) 6EGFP       ldtg

Total de animates 109 animates 39wt      19tTA
37 EGFP       fl£1],  d|t-£7=i
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simples y dobles transg6nicos. Luego de sacrificar los animales, se disect6 corteza (cx),

hipocampo (h) y cerebelo (cb), se hicieron extractos proteicos y se analiz6 1a expresi6n

de  p35  y  EGFP  mediante  weL§Ze7'#  a/o£.  Animales  wZ  y  dobles  transg5nicos  fueron

sacrificados a  1, 2, 3 y 4 meses de edad y los niveles de proteina p35 y EGFP fueron

analizados mediante weL5fe77z b/oZ (Figuras 16-19). La expresi6n de p35 siempre fue mas

alta en corteza e hipocampo que en cerebelo lo que esta de acuerdo con la literatura (Wu

y col., 2000). No obstante, los niveles de expresi6n de p35 no difieren entre animales wZ

y  dobles transg6nicos  en todas  las  lineas analizadas  (L3, L5,  L7 y L9)  y a todos  los

tiempos descritos (Figuras 16-19). Por otra parte, tampoco hubo expresi6n de EGFP en

las  distintas  zonas  del  cerebro  analizadas.  Sin  embargo  el  anticuelpo  contra  EGFP

reconoce una banda de 27 kDa .q.ue corresponde al tamafio de EGFP en un extracto de

c6lulas  N2A-tTA  transfectadas  con  el vector  BiTeto-p35-EGFP  (control positivo  de

EGFP y p35). En resumen, no hubo sobreexpresi6n de p35 ni expresi6n de EGFP en los

distintos tejidos analizados de animales dobles transg6nicos.

6.3.2.-      Analisis   de   Expresi6n   y   Fosforilaci6n   de   tau   en   Animales   Dobles

Transg6nicos

Para complementar los resultados obtefiidos a partir de los niveles de expresi6n

de p35 y EGFP, se analizaron los niveles de expresi6n y fosforilaci6n de tau en extracto

proteicos de corteza, hipocampo y cerebelo provenientes de cerebros de animales wZ y

dobles  transg6nicos.   En  estos  extractos  se  encontr6  que  no  hubo  un  aumento  en

inmunodetecci6n  con  el anticuerpo AT-8  en  la hiperfosforilaci6n  de tau  de  animales



A)

C)

£j w,

(+)        Cb   H    Cx      CbH   Cx"  iaeng-'     -a

*
+p35

+EGFP

-_-:;;;EjE+B+ul]ulha

w,

Cb  H   Cx

tt  -.-           +  p35

+EGFP
(1

1    =..-±   ==:==::='tl    +ptubulina

£7 w,

(+)        Cb   H    Cx      CbH   CxI -**-`      -m",    -p35

-                                             + EGFP

1       ul*`q-a    `*`h**I      +Gulubulina

Figura 16: Expresi6n de los transgenes a 1 mes de edad. p35 y EGFP fueron analizados
en  distintas  zonas  del  cerebro  de  animales  dobles  transg6nicos  y  wz./d  o{pe.  En  los
paneles  A,  8  y  C  se  muestra  un  analisis  tipo  wesfer72  a/a/  de  extractos  proteicos
obtenidos a partir de corteza (Cx), hipocampo (H) y cerebelo (Cb) de ratones wz./d ape
(wf)  y  dobles  transgenicos  (L3,  L5  y  L7).  Se  analiz6  1a  expresi6n  de  p35  con  el
anticuexpo C19 y no se observ6 diferencia de expresi6n entre los animales w/ y dobles
transg6nicos. EGFP se detect6 con un anticueapo policlonal solo en el carril control (+)
que  corresponde  a  un  extracto  de proteinas  de  c6lulas N2A-tTA  transfectadas  con  el
vector  Biteto-p35AIGFP.  Como  control  de  carga  se  utiliz6  un  anticuerpo  policlonal
contra P-tubulina.
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Figura  17:  Expresi6n  de  los  transgenes  a  los  2  moses  de  edad.  p35  y  EGFP  fueron
analizados en distintas zonas del cerebro de animales dobles transg6nicos y w;./d O{pe. En
los  paneles  A  y  8  se  muestra  un  analisis  tipo  weS/er#  a/o/  de  extractos  proteicos
obtenidos a partir de cx, h y cb de ratones w/ y dobles transg6nicos (L3 y L9). Se analiz6
la expresi6n de p35 con el anticuexpo Cl9 y no se observ6 diferencia de expresi6n entre
los  animales wf y dobles transgenicos.  EGFP  se detect6  con un  anticuelpo policlonal
solo en el carril control (+) que corresponde a un extracto de proteinas de celulas N2A-
tTA transfectadas con el vector BiTeto-p35AIGFP. Como control de canga se utiliz6 un
anticuelpo policlonal contra P-tubulina.
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Figura  18:  Expresi6n  de  los  transgenes  a los  3  meses  de  edad.  p35  y  EGFP  fueron
analizados en distintas zonas del cerebro de animales dobles transg6nicos y wz./d type. A)
se muestra un web/er#  a/of de  extractos proteicos obtenidos  a partir de  cx, h y  cb de
ratones wf y dobles transg6nicos (L3 y L5). No hubo diferencia en la expresi6n de p35
entre  animales w/ y  dobles transg6nicos. NO hubo  expresi6n  de  EGFP  en  los  tejidos
analizados  en  animales  wt y  dobles transg6nicos  excepto  en  el  carril  control  (+)  que
corresponde a un extracto de proteinas de c6lulas N2A-tTA transfectadas con el vector
BiTeto-p35AIGFP.  8)  Expresi6n  de  p35  y  EGFP  en  corteza  e  hipocampo  de  rna
camada completa de animales perteneciente a la linea L9. Tampoco hubo diferencia en
la expresi6n de p35  y EGFP entre animales wf,  simples y dobles transg6nicos.  Como
control de carga se utiliz6 un anticueapo policlonal contra a-tubulina.
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Figura  19:  Expresi6n  de  los  transgenes a los  4  meses  de  edad.  p35  y  EGFP  fueron
analizados en distintas zonas del cerebro de animales dobles transg6nicos (L5) y wf. Se
analiz6  la  expresi6n  de  p35  con  el  anticuerpo  C19  y  no  se  observ6  diferencia  de
expresi6n  entre  los  animales  wf  y  dobles  transgenicos.   EGFP  se  detect6  con  un
anticuexpo  policlonal  solo  en  el  carril  control  (+)  que  corresponde  a  un  extracto  de
proteinas  de  c6lulas  N2A-tTA  transfectadas  con  el  vector  BiTeto-p35AIGFP.  Como
control de carga se utiliz6 un anticuexpo policlonal contra P-tubulina.
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dobles transg6nicos con respecto a los animales wf (Figura 20). Ademas, tampoco hubo

disminuci6n en la irmunodetecci6n con tan-1  en los dobles transg6nicos con respecto a

los wf. Adem5s, como control de carga se analizaron los niveles end6genos de tau-total,

cdk5 y a-tubulina (Figura 20).

Tomando en conjunto esto resultados se demostr6 que no hubo sobreexpresi6n de

p35  ni  expresi6n  de  EGFP  en  los  distintos  tejidos  analizados  de  animales  dobles

transg6nicos  y  ademas  el  patr6n  de  fosforilaci6n  de  la  proteina  tau  no  vari6  en  los

aninales dobles transg5nicos con respecto a los animales wf. Hay rna seria de posibles

causas que explicarfan porque los transgenes que pueden ser encontrados en el genoma

de los ratones rio se expresan, algunas de eHas se discuten a continuaci6n:

6.4.1.-Expresi6n del Transactivador

La expresi6n  de tTA fue  analizada mediante RT-PCR.  Se  aisl6  RNA  total  de

corteza(cx),hipocampoq)ycerebelo(cb)deunanimalheterocigotoadultotTA,ycon

partidores especlficos para tTA se demostr6 que este mensajero se expresa en cx e h y

no   en   cb,   tal   como   se   esperaba   para   el   patr6n   de   expresi6n   del   promoter

CamKIIG 0V[ayford y col. 1996) (Figura 2lA).  Como control positivo de la reacci6n de

RT-PCR,seutilizaronpartidoresespecfficoscontracdk5yseamplific6unfragmentode

138 pb  en los  tres  tejidos  analizados.  El control positivo  de  este PCR corresponde  a

DNA gen6mico  de rat6n y debido a que estos partidores  fueron disefiados  en exones
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Figura 20: Patron de fosforilaci6n de tau en ratones dobles transg6nicos. Se realizaron
wes/err®  b/a/ de  extractos  de proteinas de  cx,  H y  cb  a partir de  cerebros  de  ratones
dobles transg6nicos  (L3  y L5)  y ratones controles,  con  anticuexpos  contra p35  (C19),
GFP,   Cdk5   (C8),  Tau  total,   Tau-1   y  AT8.  No  hubo  diferencia  en  el  patr6n  de
fosforilaci6n de tau entre los animales dobles transg6nicos y controles.
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Figura 21:  Expresi6n del transactivador tTA en cerebro de un rat6n transg6nico para
tTA. A) A partir de RNA total de cx, h y cb se realiz6 un RT-PCR con partidores contra
tTA. Se detemin6 que tTA se expresa en cx e h pero no en cb tal como se esperaba (593
pb). 8) Como control positivo de la reacci6n de RT se utilizaron partidores contra cdk5.
Se determin6 que cdk5 se expresa en cx, h y cb (138b). Como control positivo se utiliz6
DNA gen6mico de rat6n y se obtuvo una banda de 308 pb ya que los partidores fueron
disefiados en diferentes exones por lo tanto, el tanafio 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 aFigura 218).

6.4.2.- Accesibilidad del Transg6n BiTeto-p35AIGFP al tTA

Para evaluar si  el transg5n BiTeto-p35AIGFP  es  accesible  al transg6n tTA  se

realizaron cultivos prinarios de neuronas hipocampales de ratones simples transg6nicos

(L3,  L5,  L7  y  L9)  y  de  ratones  i4Jf.  Las  neuronas  provenientes  de  ratones  simples

transg5nicos fueron transfectadas con 1  rig/prL de tTA bajo un promoter fuerte (CMV),

para el caso de ratones wi  fueron co-transfectadas con los vectores BiTeto-p35AIGFP y

tTA.  Mediante  inmunofluorescencia  se  deterlnin6  que  en  los  cultivos  de  neuronas

hipocampales de ratones sinples transg6nicos no hubo transactivaci6n,  es decir, no se

observaron  neurQnas  EGFP  positivas  en ninguna  de  las  4  lineas  analizadas  (Figura

22A).  En  cambio,   en  los  cultivos  prinarios  provenientes  de  ratones  w},  si  hubo

transactivaci6n ya que hubo expresi6n de EGFP y un aunento en la expresi6n de p35 en

las mismas neuronas analizadas (Figura 228). Por lo tanto, rna posible explicaci6n de

los resultados anteriormente descritos podr'a ser que el transg6n BiTeto-p35AIGFP se

insert6 en rna regi6n silente del DNA, o fie silenciado despu6s de integrarse en el DNA

gen6mico  ya  que  una  sobreexpresi6n  de  tTA   en   esas  neuronas   fue   incapaz  de

transactivar el transg5n bidireccional.

6.4.3.- Porcentaje de Metilaci6n del transg6n.
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Figura 22: Co-Transfecci6n de neuronas hipocampales provenientes de ratones w/ y
sinples transg6nicos (L3, L5, L7, L9). A) Neuronas hipocampales de ratones simples
transg6nicos  fueron  transfectadas  con  tTA.  En  ninguno  de  los  campos  analizados
hubo neuronas EGFP positivas. A pesar que mediante PCR se determin6 que estos
animales  transportan  el  transg6n  BiTeto-p35ffiGFP,  no  hubo  neuronas  positivas
cuando  fueron transfectadas con tTA.  8) En cambio,  en neuronas provenientes  de
animales wf co-transfectadas con BiTeto-p35ffiGFP y tTA si se obtuvieron neuronas
EGFP. Ademas, hubo colocalizaci6n con p35 determinado por irmunofluorescencia.
La barra amarilla representa 50 Lim.



La  metilaci6n  de  secuencias  no  promotoras  puede  resultar  en  silenciamiento

transcripcional de un gen reportero (Hsieh,  1994; Kass y col.,  1997; Chevalier-Mariette

y col., 2003). Esl asf, que se determin6 que la densidad de secuencias CpG en regiones

transcritas  de  log  transgenes  pueden  causar  represi6n  de  la  transcripci6n.  Un  bajo

porcentaje  de CpG en el transg5n (0,06%) produjo una alta expresi6n del transg6n,  y

viceversa,  cerca  del   10%  de  dinucle6tido  CpG  produjo  rna  represi6n  total  en  la

expresi6n del transg6n por metilaci6n (Chevalier-Mariette y col., 2003) (Figura 23). En

nuestro caso el porcentaje de dinucle6tidos CpG fue de 4,7% (228 dinucleotidos de CpG

en todo el transg5n de 4810 pb), por lo tanto los valores estin dentro del rango en el cual

el  transg5n  puede  ser  silenciado  por  metilaci6n.   Por  lo  tanto,   en  conjunto   estos

resultados  sugieren  que rna posible  expHcaci6n para  los  resultados  obtenidos  en  los

ratones  dobles  transg6nicos  seria  que  el  transg6n  BiTeto-p35AIGFP  podia  haberse

integrado  al  DNA  gen6mico  y  debido  al  alto  porcentaje  de  dinucleotidos  CpG  del

transg6n,   este  podrfa  haberse  silenciado  mediante  metilaci6n  y  por  ello  no  hubo

transactivaci6n.

6.5.-RELACI0NENTREELAPYLAViADECdk5/p35

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

con respecto a la activaci6n de la vi'a de transducci6n de sefiales que modula la actividad

de cdk5 en respuesta a la presencia del p6ptido AP, fue realizado en cultivos celulares de

origenneuronalOr2A)yencultivosprimariosdeneuronasriipocampalesderat6n.
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Figura 23: Metilaci6n del transg6n. Se determin6 que la densidad de secuencias CpG
en regiones transcritas de los transgenes pueden causar represi6n de la transcripci6n
(Chevalier-Mariette y  col.,  2003).  A)  Esquema de  4 transgenes  que  codifican para
Lacz con distinto porcentaje de CG (Chevalier-Mariette y col., 2003). 8) Tinci6n con
P-gal  de  embriones  en  E9  provenientes  de  ratones  transg6nicos   expresando  el
transg6n Lacz  con  distintos porcentaje  de CpG.  Un bajo porcentaje  de  CpG  en el
transg6n  (0,06%)  produjo una alta  expresi6n,  y  viceversa,  cerca  del  loo/o  de  CpG
produjo una represi6n total en la expresi6n del transg6n (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 transg6n (BiTeto-p35AIGFP). En nuestro caso el porcentaje de CpG fue
de 4,7% (228 dinucleotidos de CpG en todo el transg6n de 4810 pb), por lo tanto los
valores  esfan  dentro  del  rango  en  el  cual  el  transg6n  puede  ser  silenciado  por
metilaci6n.
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6.5.1.-   Ensayo   de   Citotoxicidad   de   c6lulas   N2A   Transfectadas   con   BiTeto-

p35AIGFP y tTA y tratadas con AP.

C6lulas N2A fueron co-transfectadas con BiTeto-p3 5ffiGFP y tTA en presencia

y ausencia de  10 HM p6ptido Api42 durante 24 h. De esta manera, utilizando un fez.f que

determina apoptosis mediante el m6todo de TUNEL, se determin6 que en c6lulas N2A

sin transfectar la apoptosis fue menor que en c5lulas tratadas  con A0i.42  (1,0±0,4 v/s

14,3±1,9; PSO,005  Test Student)  (Figura 24). Ademas,  la transfecci6n de  c5lulas N2A

co-transfectadas  con BiTeto-p35AIGFP y tTA no  indujo  apoptosis  con respecto  a las

c51ulas  sin  transfectar  (1,6±0,9  v/s   1,0±0,4;  p=0,354  Test  Student).  En  cambio,  el

porcentaje  de   apoptosis  de  c6lulas  tratadas  con  Api.42  fue  mayor  en  c61ulas  co-

transfectadas  que  en  c6lulas  sin  transfectar  (21,6±1,7  v/s   14,3±1,9;  PSO,0085  Test

Student). Es decir, 1a sobreexpresi6n de p35 en estas c51ulas predispone a la muerte por

apoptosis  en  presencia  de  Api.42  (Figura  24).  El  problema  de  utilizar  este  Zz.f  de

apoptosis fue que el rango de emisi6n del fluor6foro es el mismo que EGFP, por lo tanto

el aumento en el porcentaje de c6lulas apopt6ticas en la condici6n de co-transfecci6n en

presencia  de  Apt.42  puede  ser  dificil  de  interpretar,  ya  que  tanto  lo  nticleos  estarin

verdes  por  apoptosis  y  el  citoplasma  de  las  c61ulas  tambi5n  por  la  transfecci6n  con

EGFP (Figura 25).

6.5.2.-  Ensayo  de  Citotoxicidad  de  Neuronas    Hipocampales  Transfectadas  con

BiTeto-p35AIGFP y tTA y tratadas con AP.
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Figura  24:  Inducci6n  de  apoptosis  por  el  tratamiento  con  AB  142  de  c5lulas  N2A
transfectadas con BiTeto-p35flGFP y tTA. A) De izquierda a derecha se observan los
paneles  caracteristicos  de  c6lulas:  sin  transfectar,  sin  transfectar  +   10  HM  AP  142,
transfectadas con BiTeto-p35AIGFP y tTA, transfectadas con BiTeto-p35flGFP y tTA
+ 10 HM AP 1.42 y transfectadas con BiTeto-p35AIGFP + 1  Ltg/inL de tetracilcina. En el

panel  de  arriba  se  observa  la  co-1ocalizaci6n  de  rna  irmunofluorescencia  para  p35
(rojo), c6lulas TUNEL y EGFP positivas (verde), nticleos (azul). En el panel de abajo se
muestra solo la fluorescencia en verde que representa las c5lulas TUNEL positivas y las
EGFP positivas. La barra anarilla representa 50 prm. a) Cuantificaci6n del porcentaje de
c61ulas  TUNEL  positivas  (n=3).  El  tratamiento  con  AB   1.42  indujo  aunento  en  el
porcentaje de muerte (*, p_cO,005 Test Student). La co-transfecci6n de N2A con BiTeto-
p35flGFP y tTA no indujo muerte por apoptosis, en canibio, el porcentaje de apoptosis
de c6lulas tratadas con Api42 fue mayor en c6lulas co-transfectadas que en c5lulas sin
transfectar (21,6±1,7 v/s 14,3±1,9; PSO,0085 Test Student).

79



A

Figura 25: Determinaci6n de apoptosis por TUNEL en c6lulas N2A. A) En este panel se
observan  c61ulas  N2A  co-transfectadas  con  BiTeto-p35AIGFP  y  tTA.  Se  muestra  el
contraste de fase,  los nticleos (azul), la irmunofluorescencia para p35  (rojo), y celulas
TUNEL y EGFP positivas (verde). En la foto de la derecha se muestra la colocalizaci6n
de estos canales. Las cabezas de flecha celestes indican dos c6lulas co-transfectadas con
altos niveles de p35 y EGFP. La barra amarilla representa 20 Hm. a) En este panel se
muestran c6lulas N2A co-transfectadas con BiTeto-p35AIGFP y tTA en presencia de 10
HM  AP  142.  El  panel  en  verde  representa  las  c6lulas  TUNEL  positivas  y  las  EGFP
positivas. Las cabezas de flechas celestes indican a una c5lula transfectada, ya que los
niveles  de  p35   estin  aumentados.  Las  flechas  delgadas  celestes  muestran  c6lulas
TUNEL positivas, principalmente  la marca verde  esta en el ndcleo.  La barra amarilla
representa 20 Hm.
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Cultivos primarios  de neuronas hipocampales  de rat6n fueron  co-transfectados

con BiTeto-p35AIGFP y tTA en presencia o  ausencia de  10  LLM de Api.42. Mediante

irmunofluorescencia  contra p35  y EGFP  se  determin6  que  la morfologfa  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 disrupci6n en el citoesqueleto, ademas los niveles de p35 en

estas neuronas disminuyen a los niveles basales  (Figura 26).  En cambio,  en neuronas

co-transfectadas provenientes de cultivos no tratados con Api.42, 1a expresi6n de EGFP y

p35 es alta y la morfologia de estas c5lulas es similar a neuronas normales (Figura 26).

Por  otra  parte,  ,el  mismo  fa.Z  para  determinar  apoptosis  fue  utilizado  en  neuronas

hipocampales  co-transfectadas,  pero  esta vez  el  revelado  de  la marca  apopt6tica fue

1.ealizado con peroxidasa arigura 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-transfecci6n  de  neuronas hipocampales  con  BiTeto-p35AIGFP  y  tTA

indujo un aunento en el porcentaje de apoptosis neuronal comparado con neuronas sin

transfectar (35,2±3,2  v/s 20,0±1,2;  PSO,008  Test  Student).  Ademds,  el aumento  en el

porcentaje de apoptosis cae a los niveles basales en presencia de 1 Hg/mL de tetraciclina

(20,8±5,1;  PSO,096  Test  Student).  Por ofro  lado,  el tratamiento  con  10  HM  de Apt.42

indujo un aumento en el porcentaje de muerte de neuronas co-transfectadas con respecto

a neuronas co-transfectadas en ausencia de Api.42 (62,6±7,6 v/s 35,2±3,2; PSO,014 Test

Student) (Figura 27). Tomando en su conjunto estos resultados, se sugiere que existiria

un sinergismo entre la via amieloidog6nica y el complejo cdk5/p35.

81



Figura  26:  Morfologfa  de  neuronas  hipocampales  co-transfectadas  con  BiTeto-
p35AIGFP y tTA en presencia y ausencia de A0i42.  A) Neuronas hipocampales de
raton transfectadas con BiTeto-p35AIGFP y tTA en ausencia de Api.42.  En rojo se
observa la inmunolocalizaci6n de p35 y en verde la florescencia de EGFP y en rojo y
verde la co-1ocalizaci6n de las imagenes. Las cabezas de fechas indican 4 neuronas
co-transfectadas   que   expresan   EGFP   y   sobreexpresan   p35.   La   barra   amarilla
representa  50  Hm.  8)  Neuronas  hipocampales  de  rat6n  transfectadas  con  BiTeto-
p35AIGFP  y  tTA  en  presencia  de  10|lM  de    ABi42  por  24h.  Algunas  neuronas
transfectadas  presentan  una  morfologia  apopt6tica  con  varicosidades  y  procesos
neun'ticos discontinuos, ademds 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  I  neurona con morfologfa
apopt6tica y con niveles de p35 basales. La barra amarilla representa 50 Hm.
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Figura   27:   Determinaci6n   de   apoptosis  mediante   TUNEL-peroxidasa   en   cultivo
primario    de   neuronas   hipocampales   de   rat6n   tratadas    con   Api42.    Imagenes
representativas  de un cultivo primario de neuronas hipocampales tratadas  con:  A)  sin
transfectar, 8) co-transfectadas con BiTeto-p35AIGFP y tTA, C) co-transfectadas con
BiTeto-p35AIGFP  y  tTA  mas   1   pug/inL  de  tetraciclina  y  D)  co-transfectadas  con
BiTeto-p35ffiGFP y tTA mds 10 HM Api42 durante 24 h. La barra negra representa 100
LLm. E) Cuantificaci6n de las neuronas TUNEL positivas en las cuatro condiciones. EI
porcentaje  de  muerte  de neuronas  co-transfectadas  con BiTeto-p35AIGFP  y tTA fue
mayor que  en cultivos  sin transfectar (35,2±3,2 v/s  20,0±1,2;  PSO,008  Test  Student).
Ademas, el aumento en la apoptosis cae a los niveles basales en presencia de tetraciclina
(20,8±5,1;  PSO,096  Test  Student).  Por  otro  lado,  Api42  indujo  un  aunento  en  el
porcentaje   de  muerte   de  neuronas   co-transfectadas   con  respecto   a  neuronas   co-
transfectadas en ausencia de Api.42 (62,6±7,6 v/s 35,2±3,2; PSO,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 ®roteina clave en la

ejecuci6n  de  la  apoptosis).  Este  anticuexpo  reconoce  un  fragmento  proteolitico  de

17/19kDa  de  caspasa  3  activada.  En  cultivo  primario  de  neuronas  hipocampales  co-

transfectados  con  BiTeto-p35AIGFP  y  tTA  en  presencia  o  en  ausencia  de  Apt.42

(Figura 28). Mediante un conteo de neuronas se determin6 que la frecuencia de c6lulas

positivas para caspasa 3 activada y positivas para EGFP fue mayor en presencia de Apt.

42 que en ausencia (63% casp3act(+)AIGFP(+) v/s 21 % casp3act(+)flGFP(+); PSO,0033,

Test  de  Fisher)  (Figura  29).  Es  decir,  la  mayoria  de  las  neuronas  EGFP  positivas

tambi6n fueron positivas para caspasa 3 activada en presencia de Apt.42. Estos resultados

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

complejocdk5/p35.

6.5.3.-  Reversibilidad  de  la  Sobreexpresi6n  de  p35  en  Neuronas  Hipocampales

tratadas Con Api.42.

La reversibilidad de la expresi6n de p35 fue evaluada en neuronas hipocampales

triple transfectadas con: BiTeto-p35-EGFP, tTA y un vector de expresi6n 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 aFigura 30). Una vez evaluada la efectividad

de la triple transfecci6n de neuronas hipocampales se procedi6 a realizar un estudio de

reversibilidad   en   la   expresi6n   de  p35.   Para   ello,   neuronas   hipocampales   fueron
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Figura 28: Sinergismo entre Api42 y la sobreexpresi6n de p35 en cultivo primario de
neuronas  hipocampales.  A)  Neuronas  hipocampales  de  rat6n  co-transfectadas  con
BiTeto-p35AIGFP y tTA. Mediante inmunofluorescencia contra caspasa 3  activada
(rojo), EGFP (verde) y ndcleos (azul) se determin6 que en ausensia de AP 142 hay un
bajo porcentaje de neuronas EGFP positivas y mueftas (caspasa 3 activada positivas),
en   cambio   en  8)   neuronas   co-transfectadas   con  BiTeto-p35AIGFP  y  tTA  en
presencia  de  10  HM  ABi42  la  mayoria  de  las  neuronas  EGFP  positivas  tanbi6n
fueron caspasa 3 activada. La barra amarilla en cada composici6n representa 20 Hm.



Categorfas
Presencin Ausencia

N° CasosCasp3acty casp3act  y
EGFP EGFP

BiTeto-p35AIGFP y tTA 4 15 19

BiTeto-p35AIGFP y tTA
16 8 24mfs AP 142

Figura  29:  Cuantificaci6n del sinergismo entre ABi42  y  la sobreexpresi6n 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-p35AIGFP y tTA en presencia y ausencia de  10 HM de A0 I.
42.  8  y  C)  Grdficos  de  torta representando  la  tabla  de  frecuencias  presentada  antes.
Mediante  la correlaci6n exacta de  Fisher se  detemin6  que  la frecuencia de neuronas
EGFP positivas y caspasa 3 activada positivas fue mayor en presencia de Api42 que en
ausencia ®SO.0033).
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Figura   30:   Triple   transfecci6n   de   neuronas   hipocampales   de   rat6n.   Neuronas
hipocampales de rat6n fueron co-transfectados con BiTeto-p35flGFP, tTA y un vector
de  expresi6n  constitutiva  para  CFP.  Mediante  inmunoflourescencia  con  anticuexpos
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-
localizaci6n de los tres canales. La barra amarilla representa 50 LLm.
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transfectadas con BiTeto-p35AIGFP, tTA y CFP en ausencia y presencia de 1  Hg/mL de

tetraciclina y  10  prM Api42.  Los resultados  obtenidos mostraron que  en presencia de

tetracilina mas Apt.42 la mayorfa de las neuronas apopt6ticas (caspasa 3 activada) fueron

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

confirmarian que, entre la via amiloidog6nica y el aumento en la actividad de cdk5/p35,

existiria rna correlaci6n fisiol6gica.
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Figura 31: Reversion de la expresi6n de p35. A) Neuronas hipocampales de rat6n co-
transfectadas con BiTeto-p35AIGFP, tTA y CFP. Mediante inmunoflourescencia contra
caspasa  3  activada  (rojo),  EGFP  (verde)  y  CFP  (celeste)  se  determin6  que  los  tres
vectores se transfectaban en las mismas neuronas. 8) Neuronas hipocampales de rat6n
co-transfectadas  con  BiTeto-p35AIGFP,  tTA  y  CFP  en  presencia  de   1   Hg/mL  de
tetraciclina y 10 HM de Abi42. Los resultados mostraron que en presencia de tetraciclina
mas Api42 la mayoria de las neuronas apopt6ticas (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 apopt6ticas (casp3act). La barra
amarilla representa 20 Hm.
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7.- DISCUS16N

A la fecha se han generado varios modelos animales transg5nicos para el estudio

de  la  enfermedad  de  Alcheiner.  Entre  estos  modelos  hay  animales  transg6nicos  que

sobreexpresan p25  (Ahlijanian y col., 2000; Tckashima 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,, G6tz y col., 2001a; G6tz y col., 2001b; Lewis y col., 2001) y

tambi6n un rat6n que sobreexpresa condicionalmente Gsk3P (Lucas y col, 2001), entre

otros. Por lo tanto, como todavia no hay claridad en el papel que podrfa cunplir p35 en

la EA, es que en este trabajo se intent6 generar un animal transg5nico condicional que

sobreexprese p35 en el sistema nervioso central.

Hace  mss  de   15  afros  que  se  descubri6  cdk5  y  hasta  la  fecha  todavfa  se

encuentran nuevas funciones para esta enzima. cdk5 fue identificada como un miembro

de  la  familia  de   las   quinasas   dependientes   de   ciclinas   que   estin  primariamente

implicadas en el ciclo celular. Quince afros despu5s, 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 funci6n de cdk5, esta lista es probablemente incompleta. A

la fecha,  cdk5 ha sido implicada en variados procesos tales  como migraci6n neuronal,

dininica  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 fisiol6gicas, cdk5 se une a sus reguladores alost5ricos p35 y p39,

por lo que la regulaci6n de la actividad quinasa depende principalmente de la expresi6n

tanto  temporal  como  espacial  y  de  la  localizaci6n  intracelular  de  estas  proteinas.  En

condiciones  patol6gicas,  la  actividad  quinasa  cdk5   se  ve  desregulada  debido  a  la

producci6n de p25, que es un fragmento proteolitico de p35, producido por la activaci6n

de  rna  proteasa  llamada  calpaina.  En  condiciones  neurot6xicas,  tales  como  dafio

isqu6mico, tratamiento con P-amieloide o estr6s oxidativo, hay activaci6n de calpaina lo

que causa la producci6n de p25  a partir de p35  Patrick y col.,  1999; Lee y col., 2000).

La generaci6n y  acumulaci6n  de  este  activador patol6gico  transforma  a  cdk5  en una

quinasa hiperactiva que puede gatillar varios eventos asociados con neurodegeneraci6n

(Alvarez y col.,  1999; 2001). Aunque esta hip6tesis todavia no ha sido completamente

corroborada  (Taniguchi  y  col.,  2001;  Takashima  y  col.,  2001;  Yoo  y  Lubec,  2001;

Tandom y col.,  2003).  Una potencial relaci6n entre  cdk5  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 ¢atrick y col.,1999; Tseng y col., 2002). Analisis z.# vzfro

sustentan  esta  hip6tesis  debido  a  que  la alta  expresi6n  de  p25,  pero  no  de  p35,  en

neuronas de cultivo primario de rat6n aumentan la fosforilaci6n de tau y la ruptura del

citoesqueleto (Patrick y col.,  1999; Van den Haute y col., 2001). Ademas, la exposici6n

a p5ptido AP, o agentes que causan influjo de calcio, pueden inducir prote6lisis de p35 a

p25  mediado  por  calpaina  a,ee  y  col.,  2000;  Alvarez y  col.,  2001),  aunque  esto  no

necesariamente aumenta la fosforilaci6n de tau en c5lulas en cultivo (Kerokoski y col.,

2002). Ademas, la toxicidad de AP puede ser reducida por inhibidores de cdk5  qee y

col., 2000; Alvarez y col., 2001). Estos resultados ban sido intelpretados de manera que
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altos  niveles  de  AP  en  la  EA  pueden  desencadenar  la  conversi6n  de  p35  a  p25,

produciendo la activaci6n de cdk5 y la consecuente fosforilaci6n de tau. No obstante, al

ensayar esta hip6tesis en ratones transg5nicos  que sobreexpresan p25  se nan generado

resultados conflictivos con respecto al aumento en la fosforilaci6n de tau (Ahlijanian y

col., 2000; Takashima y col., 2001; Bian y col., 2002; Angelo y col., 2003; Cruz y col.,

2003).  La sobreexpresi6n p25  result6 en un aumento  de la actividad de cdk5  que fue

suficiente para producir hiperfosforilaci6n 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  sobreexpresi6n  de  p25,  no  se  observaron  cambios  en  la

organizaci6n del citoesqueleto (Takashina y col., 2001; Angelo y col., 2003). En estos

modelos no hay rna hiperfosforilaci6n de la proteina tau ni muerte neuronal al contrario

de lo que ocurre en los modelos transg5nicos mencionados anteriormente. Posiblemente

la discrepancia en los resultados obtenidos se deba a los promotores utilizados y a los

niveles   de   sobreexpresi6n  de  p25   que   en   estos   animales   fueron   inferiores   a  la

sobreexpresi6n de p25 en los modelos anteriores (Takashima y col., 2001 ; Iingelo y col.,

2003).

Por otro lado, el aunento de los niveles de p25 en cerebros de pacientes con EA

•no 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 esta claro el papel

que cumple p25 en la EA. Por otra parte, p25 ha sido implicado en la activaci6n de cdk5

en otras enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Niemaun-Pick

tipo  C  O{PC)  (Bu y  col.,  2002),  en  cambio p25  no  contribuirfa  a  la patogenia  de  la

esclerosis   lateral   amielotr6pica   (ALS)   ITakahashi  y  Kulkami,   2004).   Ademas,  1a
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inducci6n de isquemia en ratas produce la formaci6n de p25 en neuronas piramidales de

la regi6n CAl  del hipocampo.  La generaci6n de p25  fue  asociada co rna prolongada

activaci6n de cdk5 lo que aument6 la fosforilaci6n del receptor de NMDA (Wang y col.,

2003). Por tiltimo, despu6s del tratamiento de ratones con MPTP ®roducto que produce

las  caracteristicas  bioquinicas y patol6gicas  de  la  enfermedad  de  Parkinson  q3P))  se

produce p25, implicando asi rna activaci6n de cdk5 en la EP (Smith y col., 2003).

Varias lineas de ratones transg5nicos que expresan p25 han sido generadas para

estudiar  los  efectos  fisiol6gicos  de  la  formaci6n  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 expresi6n y la distribuci6n de p25, y

algunas no son apropiadas para investigar el papel de la formaci6n de p25 en la EA. Por

ejemplo, en rat6n transg6nico que sobreexpresa altas cantidades de p25 bajo el promotor

PDGF beta (factor de crecimiento derivado de plaquetas beta) en cerebro y en m5dula

espinal, ocurre rna semiparalisis de los miembros superiores y muerte prematura a3ian y

col.,  2002);  este  severo  fenotipo  evita un analisis  de  la  formaci6n  de  memoria y  de

procesos  dependientes  de  la  edad.  De  este  modo,  para  evaluar  el  papel  fisiol6gico

potencial de la formaci6n de p25 en la EA, es importante restringir la expresi6n de p25 a

areas relevantes del cerebro tales como cerebro anterior. Adicionalmente, es inportante

evitar la expresi6n embrionaria de p25, ya que como mencionamos anteriomente cdk5

es importante en el desarrollo del sistema nervioso (Dhavan y. Tsai, 2001). De acuerdo a

esto, dos lineas de ratones transg6nicos cumplen con este criterio, ya que la expresi6n de

p25  esta comandada por el promotor de CamKIICh  (Angelo y  col.,  2003;  Cruz y  col.,

2003). Este promotor no es activo durante el desarrollo embrionario y ademas conduce

93



la  expresi6n  del  transg6n  predominantemente  en  hipocampo  y  corteza,  que  son  las

principales areas afectadas en etapas tempranas de la EA.

La   expresi6n   de   p25   causa   sobreactivaci6n   de   cdk5   en   todas   las   lineas

transg5nicas  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 p25 en

estos  ratones  hay  inconsistencias  en  los  resultados  sobre  la  hiperfosforilaci6n  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 intexpretaci6n de  esos resultados  es  que  el

nivel de expresi6n de p25 es un factor importante. Los ratones que sobreexpresan p25 al

mismo   nivel   que   p35   no   tienen   tan  hiperfosforilada,   mientras   que   los   ratones

transg5nicos que expresan altos niveles de p25 mss que p35, poseen tau hiperfosforilada.

De esta forma, altos niveles de expresi6n de p25 producen rna agregaci6n de tau, como

se demostr6 por weSzer# a/ots de proteinas insolubles en sarcosil sulfato o laureato (Cruz

y  col.,  2003).  Parece  controversial todavia,  si  altos  niveles  de  expresi6n  de p25  son

suficientes para causar fomaci6n de ONF, o si se requieren factores adicionales (Cruz y

col., 2003). Sosteniendo lo anterior, sobre los factores adicionales, un estudio demostr6

que  la  sobreexpresi6n  de p25  en  combinaci6n  con  la  sobreexpresi6n  de  tau humana

mutada  en  un  rat6n  doble  transg5nico  produce  una  hiperfoforilaci6n  de  tau  y  rna

acumulaci6n de tau agregada en corteza y tronco encefalico. Esto fue acompafiado por

un  aumento  en  la  tinci6n  de  ONF  0Voble  y  col.,  2003).  Ademas,  tau  insoluble  fue

asociada con Gsk3P. Asi, cdk5 puede tener un gran impacto sobre la progresi6n en la

patologfa de tau que probablemente impHca varias  quinasas  Ovoble y col.,  2003).  Por

otro  lado,  faltaria  determinar si  I.#  vz.vo  cdk5/p25  directamente  fosforila tau,  o  si  este
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complejo regula indirectamente la fosforilaci6n de tau via otra quinasa, como se propone

en los estudios con el rat6n KO de p35 ¢Iallows y col., 2003). En este estudio se gener6

un rat6n fro para p35, y se observ6 un aunento en la fosforilaci6n de proteinas  del

citoesqueleto tales como tau, neurofilamentos y Map2 acompafiado por rna disminuci6n

en  la  actividad  de  cdk5,  apoyando  la  idea  de  que  cdk5  no  fosforila  directamente

proteinas del citoesqueleto. Ademas,  en estos animales se determin6 que la actividad de

Gsk30  estaba  aumentada  sugiriendo  que  esta  quinasa  puede  ser  regulada  por  cdk5

(Hallows  y  co'l.,  2003).  Tomando  en  conjunto  estas  evidencias  indicarian  que  cdk5

cumple un papel importante en la fosforilaci6n de tau pero no descarta la participaci6n

de otras quinasas en este proceso.

Interesantemente,  en  la  mayoria  de  los  estudios,  la  sobreexpresi6n  de  p25

produce   solo   un   aumento   aproximado   de   d.os   veces   en   la   actividad   de   cdk5,

independiente de nivel de expresi6n de p25. Es decir, rna alta expresi6n de p25 no se

correlaciona  con  rna  alta  sobreactivaci6n   de   cdk5   en  estos   ratones   transg6nicos

(Ahlijanian y col., 2000; Takasnima 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 c5lulas N2A.

En efecto, el nivel de sobrexpresi6n de p35  en c5lulas transfectadas no se correlaciona

con el nivel actividad de cdk5. Lo que podria haber ocurrido es que pese a gran aumento

de p35, 1a cantidad de cdk5 end6gena de estas c5lulas es baja. Ademas, la eficiencia de

transfecci6n de un vector varia en cada ensayo, por esto no podemos determinar si en las

c5lulas  co-transfectadas  con BiTetohp35ffiGFP  y  tTA utilizadas  para  los  ensayos  de

actividad, la sobreexpresi6n de p35 fue igual a los ensayos de irmunodetecci6n de p35.
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Por otro lado, a la fecha se han generado dos modelos de sobreexpresi6n de p35

ovan den Haute y col., 2001;  Takahashi y col., 2005). En el primer modelo, p35  esta

bajo  el  control  del promotor Thy-1,  un promotor  de  expresi6n  especiflco  de  sistema

nervioso. La sobreexpresi6n de p35  fue suficiente para aunentar la actividad de cdk5,

sin embargo no hubo hiperfosforilaci6n de tau en estos animales. Posiblemente, debido a

que  el nivel umbral  de producci6n de p35, necesario  para rna efectiva activaci6n de

cdk5 para actuar como rna quinasa de tau, no fue alcarmado en estos animales (Van den

Haute y col., 2001).  Por tiltimo,  en un reciente trabajo se gener6 un rat6n transg6nico

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 wf. Ademas en estos ratones Tgp35 se demostr6 que el aumento

en  la  actividad  de  cdk5   generado  por  la  sobreexpresi6n  de  p35   contribuye  a  la

atenuaci6n  de  la  sefializaci6n  de  dopamina  mediada  por  cocaina  (Takahashi  y  col.,

2005).  Por tiltimo,  1a participaci6n  de  cdk5  en  los  procesos  neurodegenerativos  tales

como la hiperfosforilaci6n de tau no fue evalunda en este trabajo.

Por  lo  tanto,  pese  a  que  todavia  no  se  puede  tener  claridad  acerca  de  la

participaci6n del complejo cdk5/p35 o cdk5/p25 en -los procesos neurodegenerativos en

la EA nosotros intentamos generar un rat6n transg5nico condicional que sobreexprese la

proteina  p35  en  cerebro  de  manera  regulable  con  el  sistema  de  expresi6n  g6nica

dependiente de tetraciclina (Tet).

Los  ratones  gen6ticamente  alterados  son  un poderoso  sistema modelo  para  el

estudio  de  la  patog6nesis  de  enfermedades  neurodegenerativas.  La  identificaci6n  de

mutaciones patog5nicas  en estas  enfermedades ha permitido  crear modelos de ratones

transg5nicos,  y  su  caracterizaci6n  a demostrado  el papel  que  cunplen estas proteinas
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patog6nicas  en  estos  desordenes.  Ademds,  se  ban  podido  reproducir  enfermedades

somaticas que no necesariamente requieren de la presencia de mutaciones en los genes

en cuesti6n. A pesar de estos avances, los ratones hechos con t6cnicas de transg6nesis

tradicional   no   son   idealmente   convenientes   para   resolver   muchas   preguntas   de

importancia  fundamental  en  las  enfermedades  neurodegenerativas.  Por  ejemplo,  los

transg6nicos  clasicos  no  permitirian  la  identificaci6n  de   eventos  tempranos   en  la

patog6nesis de enfermedades. Ademas, al usar promotores activos constitutivamente no

se  puede  determinar  si  la  naturaleza progresiva  de  estas  enfermedades  requiere  rna

continua expresi6n de la proteina mutante, o por otro lado,  estos ratones transg6nicos

clasicos no permiten determinar si la proteina patog5nica  produce un proceso reversible

en la enfermedad o no. Estos tipos de preguntas solo pueden ser resueltos en un sistema

en el  cual  la  expresi6n  de  la proteina patog6nica puede  ser  encendida  o  apagada  en

tiempos defmidos (Yamamoto y col., 2001b).

El  sistema de  expresi6n  condicional  dependiente  de tetraciclina ha  sido  usado

para     sobreexpresar     varias     proteinas     relevantes     en     algunas     enfermedades

neurodegenerativas,  incluyendo  la  sobreexpresi6n  condicional  de  huntingtina  como

modelo  de  la enfermedad de Huntington (Yamamoto y  col.,  2000);  la sobreexpresi6n

condicional de Gsk3P  como modelo de la EA (Lucas y col., 2001);  la sobreexpresi6n

condicional   de   p25,   tambi6n   como   modelo   de   la   EA   (Cruz   y   col.,   2003);   la

sobreexpresi6n    condicional    de    ataxina    mutante    como    modelo    de    la    ataxia

espinocerebelar de tipo  1  (SCA1) (Zu y col., 2004); y la sobreexpresi6n condicional del

factor  neurotr6fico  derivado  de  rna  linea  celular  glial  (GDNF)  (Kholodilov  y  col.,

2004), entre otros modelos.  Sin embargo, como existe discrepancia en la participaci6n
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de  p25   o  p35   en  la  EA,  todavia  no  se  ha  generado  un  rat6n  que  sobreexprese

condicionalmente p3 5 en el sistema nervioso. Por esta raz6n, en este trabajo apuntamos

nuestros esfuerzos a la generaci6n de un rat6n transg6nico condicional que sobreexprese

p35 en el SNC. La funcionalidad de este sistema de expresi6n condicional fue probada

por  transfecci6n  transiente  en  c5lulas  N2A,  y  mediante  ensayos  de  wesfer77  b/of,

inmunofluorescencia y ensayo de actividad quinasa,  se determin6 que tanto p35  como

EGFP se expresan en las mismas c61ulas, y el aumento de expresi6n de p35 indujo un

aumento en la actividad quinasa de Cdk5. Ademas,1a expresi6n de ambos transgenes es

regulada por tetraciclina.  Similarmente a lo reportado por Lucas y col.,  el sistema de

expresi6n  condicional  funciona bastante  bien  en  lineas  celulares  tales  como  Cos-7  y

N2A (Lucas y col., 2001). Una vez evaluada la funcionalidad y la regulaci6n del sistema

de  expresi6n  condicional,  se  lineariz6  el  vector  BiTeto-p35AIGFP,  debido  a  que  la

eficiencia de microinyecci6n e integraci6n del transg5n es mss de 5 veces mayor al usar

un vector linear que circular a3rinster y col.,  1985). Despu6s de la microinyecci6n del

vector BiTeto-p35AIGFP se obtuvo un 10,8% de eflciencia de producci6n de animales

transg6nicos lo que esfa dentro del rango descrito en literatura a3rinster y col.,  1985).

Por  otra  parte,   existen  varios  factores  que  pueden  influir  en  la  eficiencia  de  la

transg6nesis,   incluyendo   la  preparaci6n   del   DNA   (contaminantes   con   sustancias

t6xicas), foma del DNA (lineal o circular), tamafio del DNA, concentraci6n del DNA y

MgcL2 y el uso de distintas cepas de ratones a3rinster y col.,1985).

Los potenciales ratones transg5nicos fundadores que se desarrollaron desde los

zigotos  microinyectados  fueron  analizados  para  determinar  la  inserci6n  del  transg6n

mediante PCR y So#£feer# a/of. Debido a que el DNA gen6mico se digiere parcialmente

con una enzima de corte fi.ecuente como BamlH, el tamafio del transg6n es desconocido
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y las condiciones 6ptimas del So%Zfeer# aJof son dificiles de obtener. A pesar de ello, se

obtuvo solo rna banda de aproximadamente 0,76 Kb, lo que representa un solo sitio de

integraci6n del transg5n Qlammes y Schell, 2000). Esta tinica banda se obtuvo solo en

los 4 animales positivos para EGFP determinado mediante PCR, confirmando asi las 4

lineas   transg6nicas    que   transportan   el   transg5n   BiTeto-p35AIGFP,   que   fueron

denominadas L3,, L5, L7 y L9.

El mecanismo preciso de integraci6n del DNA inyectado se desconoce todavia.

Sin embargo, este proceso puede ocurrir por medio de laformaci6n de concatameros

por inserci6n cromosomal (Auerbach, 2004). La mayoria de las veces mas

del transg6n  se  integra  en el genoma y usualmente  en  el  mismo  sitio  t

de rna copia

NIltiplecopiasdeltransg6nseintegrancomounreordenamientoentande+usualmente

formando un reordenamiento linear cabeza-cola (Brinster y col., 1985), tambi5n llamado

concafamero.  El  sitio  de  integraci6n  del transg5n  ocurre  al  azar y principalmente  en

lugares con rotura de la doble h6lice, y ocurre principalmente durante la fase S del ciclo

celular  (Sonoda y  col.,  2001).  El ndmero  de roturas  cromos6micas  generadas  al  azar

podria ser el factor limitante para la transg5nesis. La teoria que el extremo del transg5n

podrfa iniciar la integraci6n en las rupturas de la doble h51ice estin de acuerdo con un

aumento  de  5  veces  en  la  eficiencia  de  integraci6n  al  usar  un  DNA  linearizado

comparado  con  un  DNA  circular  (Brinster  y  col.,  1985).  Tres  factores  tienen  rna

influencia en el 5xito y la sincronizaci6n de la integraci6n del transg5n despu5s  de la

microinyecci6n  pronuclear:  la  concentraci6n  del  DNA,  1a  capacidad  del  sistema  de

reparaci6n del DNA asf como la actividad  transcripcional y de replicaci6n del embri6n.

De este modo,  1a integraci6n probablemente  ocurre  antes  o  durante la replicaci6n del

DNA en el primer o segundo ciclo.  Si hay un retardo en la integraci6n del transgen al
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DNA gen6mico, 1a integraci6n ocurre luego que el zigoto ya se ha dividido y ,el transg6n

se puede integrar en c61ulas somaticas y no sexuales, por lo tanto, el transg6n puede no

ser  transmitido  a  la  progenie.  En  nuestro  caso,  solo  1  de  5  1ineas  transg6nicas  no

transmiti6 el transg6n a la progenie pudiendo ser la causa lo mencionado anteriormente.

Animales fundadores (L3, L5, L7 ,y L9) fueron cruzados con animales transg5nicos para

tTA. De estos cruces se obtuvieron 109 aninales provenientes de 16 camadas con los 4

posibles  genotipos:  ";f, EGFP, tTA y EGFP/tTA  (dobles transg6nicos).  Te6ricamente,

1os animales obtenidos seguiran los principios de la segregaci6n Mendeliana y por tanto,

el  porcentaje  esperado  para  cada  genotipo  es  de  25%.  En  cambio  los  porcentajes

obtenidos fueron: wZ (35,8%), EGFP (33,9%), tTA (17,40/o) y EGFP/tTA (12,2%) y la

explicaci6n puede deberse principalmente al bajo ntimero de animales analizados. Otra

posibilidad puede ser que la expresi6n de p35 en los animales dobles transg6nicos fuera

letal. Sin embargo, 1a expresi6n de tTA esta comandada por el promotor   CamKIICh, el

cual  se  expresa  en  cerebro  anterior  posthatal  (May ford  y  col.,   1996).  Ademas,  la

sobreexpresi6n condicional de p25 comandada por CamKIIor-tTA no caus6 la muerte a

los animales dobles transg6nicos (Cruz y col., 2003). Finalmente, no se apreci6 escape

de  expresi6n  de  p35  en  aninales  simples  transg6nicos  que  pudiese  dar  cuenta  de

ganancia de funci6n toxica para p35.

La expresi6n de  los transgenes fue evaluada mediante 14;eSze7`7? a/oZ en animales

dobles transgenicos y 14/I. Este analisis fue realizado en las 4 lineas fundadoras y a 1, 2, 3

y 4 meses  de edad y se determin6  que la expresi6n de p35  fue mas  alta en corteza e

hipocampo que en cerebelo, lo que esta de acuerdo con lo descrito en literatura (Wu y

col., 2000). No obstante, los niveles de expresi6n de p35 fueron similares entre animales
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14/f y dobles transg5nicos en todas las lineas analizadas. Ademas, no hubo expresi6n de

EGFP en las distintas zonas del cerebro analizadas. Por otro lado, se evalu6 el patron de

fosforilaci6n de la proteina tan en cerebro de ratones wf y dobles transg5nicos. No hubo

hiperfosforilaci6n 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

variaci6n en los niveles de tan desfosforilada en estos mismos epftopes, detectado con el

anticueapo  Tau-1,  entre  animales  wf  y  dobles  transg6nicos  (Alvarez  y  col.,  2001).

Tomando en conjunto estos resultados, podemos concluir que a pesar de haber obtenido

animales  dobles  transg6nicos  transportando  ambos  transgenes  (BiTeto-p35AIGFP  y

tTA), no hubo sobreexpresi6n de p35, ni expresi6n de EGFP en las regiones analizadas

del cerebro. Ademas, tampoco hubo cambio en el patron de fosforilaci6n de tau entre

animales wZ y dobles transg6nicos.

La ausencia de sobreexpresi6n de p35 ni EGFP en los cerebros de las 4 1ineas

analizadas puede ser explicada por:

a) Expresi6n espacial y temporal del transactivador (tTA).

b) Accesibilidad del transg5n BiTeto-p35AIGFP al tTA.

c) Insuficiente ninero de copias del transg5n integrado en el DNA gen6mico.

d) Inactivaci6n del transg6n por elementos del DNA gen6mico.

e) Posible toxicidad de p35 en embriones de aninales dobles transg5nicos.
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La  expresi6n  de  tTA  esta  comandada  por  el  promotor  CamKIIch,  el  cual  se

expresa predominantemente en cerebro anterior adulto, incluyendo corteza, hipocampo y

estriado pero no en cerebelo quay ford y col,1996). Debido a la ausencia de anticuelpos

contra tTA,  se realiz6 un RT-PCR con partidores contra tTA y se demostr6 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  expresi6n  de tTA.  El  grupo  de  86ger  y  colaboradores,  determin6  que

podrian  existir  dos  posibilidades  para  explicar  fallas  en  la  transactivaci6n  de  genes

blanco para tTA: iel activador ocupa sus sitios de uni6n pero la transmisi6n de la sefial de

activaci6n es inhibida, o altemativamente, 1a uni6n del activador al DNA es estorbado

por factores en la cromatina 036ger y Gruss,  1999). Tambi5n demostraron que tTA es

sensible a cambios en el estado de acetilaci6n de la cromatina, es decir, que la inhibici6n

de  la  deacetilasa  de  histonas  ¢DAC)  por  butirato  induce  rna  hiperacetilaci6n  de

histonas  y  esto  podrfa  ser  un  posible  mecanismo  para  promover  preactivaci6n  del

sistema  dependiente  de  tetraciclina  a36ger  y  Gruss,   1999).  En  nuestro  caso,  solo

podemos decir que el mensajero de tTA se expresa en los tejidos en que deb fa hacerlo

comandado por el promotor CamkllCh, pero no podemos conocer el estado de acetilaci6n

del transg6n o la cantidad de tTA expresada en los tejidos.

Con  respecto  a  la  accesibilidad  del  transg6n  BiTeto-p35AIGFP  al  tTA,  se

realizaron   transfecciones   transientes   de   tTA   en   cultivos   primarios   de   neuronas

hipocampales provenientes de ratones wf y simples transg5nicos (L3, L5, L7 y L9). En

todos  los cultivos  analizados, solo pudimos encontrar neuronas EGFP positivas en los

cultivos de animales wf transfectados con BiTeto-p35AIGFP y tTA. Es decir,1a cantidad
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de tTA no  es  la limitante en la transactivaci6n,  ya que  al transfectar tTA el nivel de

transactivador  en  neuronas  transfectadas  es  muy  alto,  ain  asi  no  hubo  neuronas

positivas, en cambio cuando se transfectaron neuronas hipocampales de ratones wf con

ambos   transgenes,    si   se   obtuvieron   neuronas   EGFP   positivas.    Por   lo   tanto,

probablemente la falla en la transactivaci6n puede ser un problema de accesibilidad del

transactivador al BiTeto-p35AIGFP o rna inactivaci6n del transg6n por elementos del

genoma.

Otra posibilidad podria ser el bajo ndmero de copias en que se integr6 el transg6n

BiTeto-p35AIGFP. Los transgenes utilizados en microinyecci6n pronuclear se integran

al azar, en sitios impredecibles en el genoma del rat6n con rna frecuencia no mayor al

30% (Smith K., 2001). Ademas, el DNA integrado se presenta en un reordenamiento de

multicopias. El ntimero de copias insertadas puede variar ampliamente, entre 1 y varios

cientos de copias,, con un consecuente impacto sobre los niveles de expresi6n del mRNA

y proteinas. En nuestro caso los resultados obtenidos podrian sugerir que el ninero de

copias   del  transg6n   integrado   son   insuficientes   para   inducir  rna   sobreexpresi6n

detectable de los transgenes.

Una de las mayores desventajas de la microinyecci6n pronuclear de DNA es su

baja eficiencia en la producci6n de ratones transg6nicos, con un atin menor ndmero de

fundadores transgenicos generados,  en los que  se expresa apropiadamente  el transg5n

(con niveles deseables y correcta expresi6n espacial y temporal). En varios estudios se

han  encontrado  diferencias  en  la  sobreexpresi6n  de  un  transg6n  dado  debido  a  los

diferentes   sitios   de   integraci6n.   El  nivel  de   expresi6n  del  transg5n  mas   que  ser

dependiente  del  ntimero  de  copias,  frecuentemente  es  influenciado  por  secuencias
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gen6micas  flanqueantes  del  sitio  de  integraci6n  (Auerbach,  2004).  Este  efecto  de

posicionamiento puede reducir o completamente evitar la expresi6n del transg6n, debido

a que el transg6n ,se ha insertado en una regi6n transcripcionalmente inactiva del genoma

o por acci6n de  elementos regulatorios especiflcos  de silencianiento  del genoma.  Por

otro   lado,   secuencias  flanqueantes     de  los  transgenes  pueden  contener  elementos

regulatorios  de  genes  vecinos  que  acthan  sobre  el  promotor  del  transg6n  como  un

e72fecz72cer resultando rna expresi6n ect6pica (incorrecta expresi6n espacial)  (Auerbach,

2004). Una manera de evitar los problemas de silenciamiento del transg5n por regiones

regulatorias del DNA es el uso de regiones z.72sc//czfors que flanquean un transg6n dado

(Burgess-Beusse ,y col., 2002).  Los  I.7zs#/cz/ors  son secuencias  de DNA que se  colocan

flanqueado el transg6n y pueden servir como barreras en contra del secuestramiento de

la cromatina. Algunos z.#szc/a/ors tambi6n pueden actuar como elementos bloqueadores

de  la  influencia activadora de  e77fecz77cers  lejanos  asociados  a  otros  genes.  Uno  de  los

z.;7sz¢/czzors mss conocidos es el que esta presente en la regi6n 5`  del locus de f}-globina.

Esta regi6n  marca  el  linite  entre  un  dominio  de  cromatina  abierta y rna regi6n  de

cromatina  condensada coustitutivamente.  Un  analisis  detallado  de  esta regi6n mostr6

que  6sta posee  rna  actividad bloqueadora de  e#fecz77cers  y  una  capacidad  de  expresar

genes reporteros sin importar el efecto de posicionamiento del transg6n (Burgess-Beusse

y col., 2002). Recientemente se caracteriz6 rna proteina llamada CTCF que es capaz de

unirse a la regi6n i.7€sct/czfors HS4. Esta proteina se une a la matriz nuclear y formaria un

dominio que evitaria la acci6n de elementos reguladores del genoma (Yusufzai y col.,

2004).  Por lo tanto,  los  z.77Is#/czfors son rna valiosa herramienta que sirve para prevenir

problemas de expresi6n de un transg5n dado.
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El sistema de expresi6n condicional dependiente de tetraciclina presenta algunos

problemas como efectos de posicionamiento, variabilidad y de heterogeneidad sobre la

expresi6n del transg5n Gurth 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 transg5nicos 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 transg5nicas fundadoras

transportando   tTA   funcionaron  bien.  No   obstante,   las   lineas   fundadoras   que  no

respondieron, se sugiere que el nivel de expresi6n y/o inducci6n de tTA son afectados

por locus de inserci6n transg6nica. Ademds de las 4 1ineas que funcionaron, los niveles

de expresi6n de tTA fueron variables questel y col., 2001). Los efectos de posici6n y

heterogeneidad   en   la   expresi6n   de   los   transgenes   son   comunes   fallas   y   son

probablemente relacionadas a metilaci6n del transg5n (Hsieh,  1994; Kass y col.,  1997;

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

La metilaci6n de residuos de citosina de dinucle6tidos CpG del DNA constituye

la base del control epigerfetico de la expresi6n g5nica en animales vertebrados. El patr6n

de metilaci6n gen6mica tiene una importancia critica en varios procesos biol6gicos tales

como    silenciamiento    de   elementos   pardsitos,    desarrollo    e    z.%p7'z.77fz.73g   gen6mico

(Chevalier-Mariette    y    col.,    2003).    La   metilaci6n    de   promotores    no   produce

silenciamiento  de  la  trauscripci6n  hasta  que  las  proteinas  de  uni6n  a  metilcitosina

(maps)  son reclutadas  a esta regi6n.  Entonces  el DNA  de  estas  regiones  silentes  es

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

105



y  col.,  2003).  La  metilaci6n  de  secuencias  CpG  puede  resultar  en  silenciamiento

transcripcional de un gen reportero qusieh,1994; Kass y col.,1997; Chevalier-Mariette

y  col.,  2003).  De  esta  manera  se  determin6  que  la  densidad  de  secuencias  CpG  en

regiones transcritas  de los transgenes pueden causar represi6n de la transcripci6n. Un

bajo porcentaje de CpG en el transg6n (0,06%) produjo rna alta expresi6n del transg6n,

y viceversa, cerca del loo/o de metilaci6n produjo rna represi6n total en la expresi6n del

transg6n   (Chevalier-Mariette   y   col.,   2003).   En   nuestro   caso   el   porcentaje   de

dinucle6tidos  CpG fue  de 4,7°/o  (228  CpG  en  el transg6n  (4810 pb),  por lo tanto  los

valores estin dentro del rango en el cual el transg6n puede ser silenciado por metilaci6n.

Recientemente, se determin6 que los transgenes insertados en el DNA cerca de

los tel6meros pueden ser silenciados por un efecto de posici6n de los tel6meros (TPE).

El analisis de los transgenes telom6ricos demostr6 que ellos fueron expresados en bajos

niveles, comparado al mismo transg6n integrado en un sitio intersticial. Adem5s, hubo

una gran metilaci6n  en los transgenes  telom6ricos  (Pedram y  col.,  2006).  El  sitio  de

inserci6n  de  nuestro  transg5n  no  fue  determinado,  aunque  no  podemos  descartar  su

integraci6n en regiones cercanas a los tel6meros.

Otra desventaja del sistema de expresi6n condicional dependiente de tetraciclina

fue la necesidad de generar 2 lineas transg6nicas 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 rat6n controla eficiente y fuertemente la expresi6n de un gen reportero

y es regulado por tetraciclina. Te6ricanente, este sistema consume memos tiempo y evita

la segregaci6n gen5tica de los elementos controladores durante el cruzamiento (Shultze

y  col.,  1996). No  obstante,  el uso  de  lineas  dobles  transg6nicas  es  mas  flexible  si un
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desea hacer uso de varias diferentes lineas de transactivador especfficas de tejido, para

estudiar el efecto de un iinico transg5n aiding y col., 2001).

Por  dltimo,  1a  sobreexpresi6n  de  p35  posiblemente  podrfa  ser  t6xica  en  un

embri6n  complete  y  esto  podia  contribuir  a  seleccionar  los  animales.  Es  decir,  1os

transgenes podrfan silenciarse para que los animales doble transg5nicos puedan nacer.

No obstante, pensamos que esto no es muy probable debido a que la sobreexpresi6n de

p25  utilizando  un  sistema  analogo  al  nuestro  no  produjo  un  efecto  t6xico  sobre  los

embriones (Cruz y col., 2003).

Resuniendo  las  razones  antes  descritas  podemos  concluir  que  pese  a  haber

generado  cuatro  lineas  fundadoras  transg6nicas  que  transportan  el  transg6n  BiTeto-

p35AIGFP,   no   hubo   sobreexpresi6n   de   los   transgenes,   probablemente   debido   a

metilaci6n y posterior silenciamiento del transg6n insertado.

Debido a los resultados anteriormente descritos, el desarrollo del tercer objetivo

de esta tesis con respecto a la activaci6n de la via de transducci6n de sefiales que modula

la actividad de cdk5 en respuesta a la presencia del p6ptido AP, fue realizado en cultivos

celulares de origen neuronal Or2A) y en cultivo primario de neuronas hipocampales de

rat6n. Estos cultivos fueron co-transfectados con BiTeto-p35AIGFP y tTA en presencia

o ausencia del p6ptido Api42 y mediante la tecnica de TUNEL, e irmunofluorescencia

contra    caspasa    3    activada    se    determin6    que    en    c51ulas    tratadas    con    AP

significativamente aumenta la apoptosis con respecto a c51ulas sin AP. Estos resultados

estin de acuerdo a lo descrito en literatura que AP induce muerte por apoptosis (Alvarez

y col.,  1999; Alvarez y col., 2001). La relaci6n entre el p5ptido AP y la via de cdk5/p35
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en  neurodegeneraci6n  ya  ha  sido  establecida  (Alvarez  y  col.,  1999,  Alvarez  y  col.,

2001).  En  estos  trabajos  se  demostr6  que  en  el  tratamiento  con  AP  de  neuronas

hipocampales de rata en cultivo, significativanente aumenta la actividad enzimatica de

cdk5.  Ademas,  el  efecto  neurot6xico  de  AP  sobre  los  cultivos  primarios,  disminuye

marcadanente con la co-incubaci6n de AP y butirolactona, un inhibidor de cdk5, y la

muerte de las neuronas tambien fue evitada por el uso de rna sonda antisentido contra

cdk5  (Alvarez y col.,  1999). Ademas, se determin6 que el aunento en la actividad de

cdk5  mediado por AP  esfa asociado  a cambios  en  la fosforilaci6n de  la proteina tau,

principalmente por un aumento en la fosforilaci6n en el epftope AT-8 y rna disminuci6n

del epitope Tau-1  (Alvarez y col., 2001). Por otro lado, no hubo cambios en los niveles

de mRNA de cdk5 y de p35 despu6s del tratamiento con AB, sugiriendo que el aumento

en la actividad de cdk5 podr'a 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

p5ptido AP. Si bien existen diferencias entre c5lulas N2A y neuronas hipocampales en la

susceptibilidad al p5ptido amieloide, es claro, que la sobreexpresi6n de p35 contribuye a

incrementar  la  muerte  debida  al  efecto  neurot6xico   del  p5ptido.   Estos  resultados

sugirieron que efectivamente la presencia de mss p35, y posterior activaci6n de cdk5,

serian responsables de incrementar procesos apopt6ticos. Es por esto que se analiz6 la

presencia  de  dos  marcadores  can6nicos  de  apoptosis  como  son  TUNEL  y  caspasa  3

activada.  Interesantemente  tanto  en  c6lulas  N2A  como  en  neuronas,  la presencia  de
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mayores  niveles  de  p35  se  correlacion6  con  un  aumento  en  la  frecuencia  de  c51ulas

presentando  estos  marcadores  apopt6ticos.  Si  bien  la  correlaci6n no  es  completa,  se

puede concluir que existe un efecto causal entre la expresi6n de p35, y la susceptibilidad

a  la  muerte  inducida  por  AP.  La  riltina  parte  del  disefio  experimental  consider6

demostrar  que  la  reversi6n  de  la  sobreexpresi6n  tendria  un  efecto  sobre  la  muerte

inducida  por  AP\.  Para  ello  se  desarrollo  un  protocolo  complejo  que  considero  la

expresi6n de las proteinas de inteies, en conjunto con rna variante de la proteina verde

fluorescente  (CFP)  como  indicador  de  transfecci6n.  Esta  descrito  en  literatura,  y  asi

hemos  demostrado  en  esta  tesis,  que  en  las  transfecciones  mtiltiples  los  CDNA  se
7

expresan por igual en las c6lulas 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  transfecci6n.

Interesantemente estos experimentos muestran que las c6lulas cuya expresi6n de p35 es

regulada por tetraciclina muestran una protecci6n al efecto neurot6xico del p5ptido AO,

en detrimento  de  aquellas  c5lulas  que no sobreexpresaron  el transgen.  Al respecto  es

necesario discutir dos puntos adicionales. En primer lugar la respuesta de las neuronas al

p5ptido amieloide parece no ser homogenea.  Este es un aspecto que ha suscitado una

gran discusi6n ya que durante mucho tiempo se ha astlmido que las diferencias en las

respuestas de las neuronas al p6ptido amieloide se relacionaria con la accesibilidad a las

fibrillas  de  amieloide. No obstante  esto,  estudios recientes utilizando  fibras  fibrilares,

pequefios   olig6meros   y  p6ptido   amiloide   soluble   ham   indicado   que   existina  rna

hetereogeneidad   en   la   susceptibilidad   de   las   distintas   poblaciones   de   neuronas

hipocampales al p5ptido AP, y no todas responderian por igual (Maloney y col., 2005).
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El segundo punto se relaciona con el hecho que las c51ulas que no han sido transfectadas

con los transgenes parecen tener rna mayor susceptibilidad al p5ptido amieloide, frente a

aquellas   transfectadas   y   posteriormente   reguladas   por   tetraciclina.   Una   posible

explicaci6n para esto, es que el protocolo para que funcione necesita que las neuronas

expresen  los  transgenes  al  memos  por  algunas  horas,   antes   de   ser  inhibidos  por

tetraciclina.  En  este  contexto,  podria  postularse  que  esta  sobreexpresi6n  y  posterior

inhibici6n  hace  que  las  c6lulas  transfectadas  no  se  comporten  exactamente  igual  a

aquellas  que  no  fueron transfectadas,  y podia  ser parte  de  la heterogeneidad  de  la

respuesta.

En su conjunto estos experimentos indican que efectivamente la inducci6n de la

actividad  de  cdk5,  por  sobreexpresi6n regulada  de  p35  esta  modulando  la respuesta

celular  a  la neurotoxicidad inducida por AP.  Los  mecanismos  involucrados no  estin

totalmente  claros  pero  podrian  incluir  la  participaci6n  de  cdk5,  por  un  lado  en  la

prevenci6n y por el otro en la inducci6n 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 preverir la apoptosis a trav6s de la fosforilaci6n de

la quinasa 3 N-terminal c-Jun (JNK3). La activaci6n de JNK3 induce apoptosis a]ilers y

col.,  1998). Es decir, cdk5 al fosforilar JNK3 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 p5ptido inhibidor de cdk5 (CIP) se redujo

la  fosforilaci6n  de  tau  y  la  apoptosis.  Ademas,  la  apoptosis  en  neuronas  corticales

inducida  en  presencia  de  AP  tambi6n  fue  reducida  por  CIP  (Zheng  y  col,  2005).

Contrariamente, otros autores relacionan la desregulaci6n de cdk5 con rna inducci6n de
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apoptosis (Patrick y col.,1999; Alvarez y col.,1999;  2001; Weishaupt y col., 2003). En

particular,  cdk5  se ha relacionado con la hiperfosforilaci6n de tau y neurofilamentos.

Adem5s, 1a expresi6n de p25 en ratones transg6nicos result6 en hiperfosforilaci6n de tau

y neurofilamentos, seguida de rna disrupci6n del citoesqueleto (Ahlijanian y col., 2000;

Bian y col, 2002;  Cmz y col, 2003).  Cousistente con la hip6tesis que  cdk5/p25  es un

activador rio  arriba  de  la  activaci6n  de  la  cascada  de  muerte  neuronal  en  la EA,  el

tratamiento  de  neuronas hipocampales  con AP  1.42  indujo  la ruptura  de p35  a p25  y

aument6   la   actividad   de   cdk5   (Lee  y  col.,   2000)   y   la   inhibici6n   de   cdk5   con

butirolactona protegeria a las neuronas contra la muerte  (Alvarez y col.,  2001).  Estas

discrepancias  sobre  el  papel  que  podr'a  desempefiar  cdk5  en  la  apoptosis  podr'an

explicar nuestros resultados sobre la reversi6n de la expresi6n de p35. Ya que c6lulas

que  no  han  sido  transfectadas  con  los  transgenes  parecen  tener  rna  susceptibilidad

mayor al p6ptido amieloide, frente a aquellas transfectadas y posteriormente reguladas

por tetraciclina.  Posiblemente  debido  a que  la  expresi6n temprana  de p35  durante  la

transfecci6n  y  antes  de  la  reversi6n,  podria  proteger  a  las  neuronas  del  p6ptido

amieloide,   con  respecto  a  las   neuronas  no  transfectadas.   Por  tiltimo,   un  posible

mecanismo de acci6n del sinergismo entre el p5ptido amieloide y el complejo cdk5/p35

en la activaci6n de vfas apopt6ticas que desencadenaria la muerte neuronal se muestra en

la Figura 32. En este modelo se muestra la via apopt6tica iniciada por la uni6n de AP a

varios  receptores.  Esta uni6n puede  inducir un  influjo  de  calcio  que  desencadenaria

activaci6n de calpaina y rna concomitante prote6lisis de p35  a p25. Tanto cdk5/p35  o

cdk5/p25 podrian regular la fosforilaci6n de proteinas que participarian en la disfunci6n

mitocondrial. Luego de la liberaci6n de citocromo c y posterior uni6n a prolcaspasa 9 y
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Adaptado de Weishaupt y col., 2002.

Figura 32: Modelo del sinergismo entre la via anieloidog6nica y el complejo cdk5/p35.
En  este  modelo  se  muesha  la  via  apoptotica  iniciada  por  la  union  de  AP  a  varios
receptores.   Esta  union  puede   inducir  un  influjo  de   calcio   lo  que  desencadenaria
activaci6n  de  calpaina  y  una  concomitante  prote6lisis  de  p35  a  p25.   cdk5/p35   o
cdk5/p25 podrian regular la fosforilaci6n de proteinas que participarian en la disfunci6n
mitocondrial. Luego de la liberaci6n de citocromo c y posterior uni6n 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 desencadenan'a la muerte por apoptosis.
Por otro lado, AP podria inducir apoptosis por un mecanismo que no incluya cdk5.

112



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,  AP  podria  inducir  apoptosis  por  un  mecanismo  que  no  incluya  cdk5

(Figura   32).   La  posici6n  de   cdk5   dentro   de   la   cascada   de   eventos   permanece

especulativa, ya que los blancos rio abajo no ban sido identificados: No obstante, hay

evidencias que cdk5  esta localizada rio arriba de la disfunci6n mitocondrial. Ya que al

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

Una gran cantidad de trabajos (Yanamoto y col., 2000; Lucas y col., 2001; Cruz

y col., 2003; Zu y col., 2004; Kholodilov y col., 2004) ban postulado que generando un

modelo  transg5nico,  que  implique  alteraci6n  de  rna  funci6n  clave  de  un  sistema  de

proteinas o complejos macromoleculares que se quiere analizar, resolveria el problema

para defmir la funci6n de un gen concreto en rna patologia concreta. Sin embargo, debe

considerarse que la mayon'a de las enfemedades somaticas, especialmente aquellas que

decursan con neurodegeneraci6n dependen de mtiltiples factores como en el caso de la

EA.  En  este  contexto,  los  estudios  bioqiiinicos  y  el  analisis  de  las  interacciones

macromoleculares, combinado con estudios estructurales mediante microscop{a confocal

y  electr6nica  aportan  rna  valiosa  informaci6n  (Sjoberg  y  col.,  2006),  que  permite

complementar  aspectos  dificiles  de  reproducir  en  los  estudios  I.#  1;z.vo.  No  obstante,

actualmente   los   modelos   de   p6rdida   y   ganancia   de   funci6n   en   vertebrados   e

invertebrados   se  han  convertido  en  el  go/J  sztz7zc7c77'c7  para  poder  entender  la  real

participaci6n de un gen en estudios de Biomedicina.
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El  sistema de  expresi6n  condicional dependiente  de tetraciclina tet-Off es rna

poderosa herramienta para sobreexpresar condicionalmente un transg5n. En nuestro caso

se  pretend fa  generar  un  rat6n  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 ,activaci6n de cdk5, ya que todavia existen controversias  al respecto.

Ademas, en este modelo se hubiera inducido la generaci6n de p25 por el tratamiento con

agentes  que  inducen activaci6n  de  calpaina mediante un influjo  de  calcio tales  como

91utamato, ionomicina, p6ptido AP, peroxido de hidr6geno, 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 activaci6n de cdk5.

La   principal   caracten'stica   del   modelo   de   sobreexpresi6n   dependiente   de

tetraciclina es la condicionalidad. Es decir, se puede sobreexpresar rna proteina en un

tejido especffico y en un periodo de tiempo determinado. La idea principal de generar un

rat6n  transg6nico  condicional  que  sobreexprese  p35  fue  evaluar  la  reversibilidad  de

varios parinetros  como memoria y aprendizaje en la participaci6n de cdk5/p35  en la

EA.

Otra ventaja de generar un rat6n transg5nico que sobreexprese condicionahaente

p35  en  el  sistema  nervioso  central  sen'a  evaluar  el  papel  que  cumple  el  complejo

cdk5/p35  en otros procesos en que esta implicada esta quinasa @havan y Tsai, 2000;

Pareek y Kulkami, 2006). Esto podia llevarse a cabo al cruzar los animales transg6nicos

para BiTeto-p35AIGFP con aninales que expresen tTA bajo un promotor especlfico de

sistema  nervioso  periferico  por  ejemplo,  para  estudiar  la  participaci6n  del  complejo

cdk5/p35 en dolor o en desarrollo de la.uni6n neuromuscular ¢areek y Kukami, 2006;
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Fu y  col.,  2001;  2005).  Por otro  lado,  tambi6n  se podria  estudiar  la participaci6n  de

cdk5/p35  en el  desarrollo del sistema nervioso  al usaf un rat6n transg5nico para tTA

bajo el promotor especffico de algin gen que se  expresa en el desarrollo.  Es  decir,  el

sistema dependiente  de tetraciclina es muy util para comandar la expresi6n de un gen

espacial   y   temporalmente.   Por   lo   tanto,   tener   un   rat6n   que   sobreexprese   p35

condicionalmente  seria rna muy valiosa herramienta para evaluar la participaci6n de

cdk5 en procesos tales como gufa axonal, adhesi6n celular, dolor y otros.
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•     La sobreexpresi6n de p35 y EGFP mediante el sistema de expresi6n condicional

dependiente de tetraciclina tet-Off funciona en lineas celulares N2A y en cultivo

primario  de  neuronas  hipocampales  de  rat6n.  Es  decir,  ambos  transgenes  se

expresan  en  las  mismas  c5lulas  y  la  expresi6n  es  regulada  por  tetracicina.

Ademas,  el  aunento  en  los  niveles  de  p35  fue  suficiente  para  aumentar  la

actividad de cdk5.

•     Se  generaron 4  lineas  fundadoras  de  animales  transg6nicos  que transportan el

transg6n  BiTeto-p35AIGFP  determinado  mediante  PCR  y  Sogfffee7`#  a/of.  AI

cruzar estos animales con ratones tTA obtuvimos aninales dobles transg5nicos y

luego  de  analizar  mediante  wesfe77c  b/oj  los  niveles  de  los  transgenes  p35  y

EGFP  se  determin6  que  no  hubo  diferencia  entre  los  aninales  wf  y  dobles

transg5nicos.   Es   decir,   no   hubo   transactivaci6n,   posiblemente   debido   a

metilaci6n y posterior silenciamiento de los transgenes.

•     Cultivos  celulares  de origen neuronal QJ2A)  y  cultivos prinarios  de neuronas

hipocampales de rat6n fueron co-transfectados con BiTeto-p3 5AIGFP y tTA en

presencia o ausencia de 10 prM p5ptido Apt.42 y mediante la t5cnica de TUNEL,

e inmunofluorescencia contra caspasa 3 activada se determin6 el tratamiento con

el p5ptido AP aumenta significativamente la apoptosis con respecto a c5lulas sin

AP.
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•     Por tiltimo, neuronas hipocampales co-transfectadas con BiTeto-p35AIGFP, tTA

y  CFP  en presencia de tetraciclina y Api42  fueron memos  sensibles  al  efecto

neurot6xico   del   p5ptido   AP,   en   detrimento   de   aquellas   c5lulas   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  rat6n.  Generando  un  gran  inteies  en  el

contexto de la patog6nesis de la EA. Ademas estos resultados confirmarian que,

entre la via amiloidog5nica y el aumento en la actividad de cdk5/p35,  existiria

rna correlaci6n fisiol6gica.
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