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Resumen

RESUMEN

El objetivo particular del presente trabajo se encuentra en el objetivo
general del desarrollo de nuevos tratamientos, basados en terapia génica para las
enfermedades de la motoneurona, particularmente la Esclerosis Lateral
Amiotréfica. Estas estrategias estan basadas en el transporte especifico del
fragmento C de la toxina tetanica (TTC), hacia las motoneuronas, de sustancias

antiapoptaticas.

En el presente trabajo, se han producido las fusiones genéticas de los
factores neurotréficos (GDNF y BDNF) y el fragmento C de la toxina tetanica.
Estas fusiones han sido realizadas tanto para las formas maduras de los
neurotroficos como para las formas de proproteinas. Las proteinas recombinantes
obtenidas fueron producidas en vectores procariotas para realizar su estudio

funcional.

El efecto sobre la supervivencia neuronal de las proteinas de fusidn
GDNF-TTC y BDNF —TTC se estudio en la linea Neuro 2A. Los resultados
mostraron que ambas moléculas presentaban una disminucién de la apoptosis de
estas células cuando se encontraban en estado de degeneracion. BDNF-TTC
mostro un efecto mayor, dosis dependiente, que solo fue observado a las 48 horas.
La disminucion de apoptosis por GDNF-TTC en estos cultivos se mantuvo hasta
las 72 horas, incluso cuando dosis pequefias fueron administradas. Ambas
moléculas activan la quinasa Akt, relacionada con la supervivencia celular y mas
especificamente localizada en el nucleo. Por altimo, sorprendentemente, un efecto

antiapoptético del fragmento C de la toxina tetanica fue observado.

Estos resultados demuestran que las moléculas GDNF-TTC y BDNF-TTC
son funcionales, inhibiendo la apoptosis neuronal. Debido a su distinta forma de
actuacion, recomendamos el uso combinado de ambos factores en un posible

tratamiento experimental en animales modelo.



Resumen

SUMMARY

The particular objective of the present work is in the general mission of the
development of new treatments, based on gene therapy for the diseases of motor
neurone, particularly the Amyotrophic Lateral Sclerosis. These strategies are
based on the C fragment tetanus toxin (TTC) specific transport of antiapoptotic

substances towards motor neurones.

In the present work, the genetic fusions of the neurotrophic factors (GDNF
and BDNF) and the C fragment tetanus toxin have taken place. These fusions
have been made so much for the mature forms of the neurotrophic factors as for
the forms of proproteins. Recombinant proteins obtained were produced in

prokariotyc vectors to make their functional study.

The effect on the neuronal survival of the fusion proteins GDNF-TTC and
BDNF-TTC was studied in the Neuro 2A line. The results showed that both
molecules displayed a disminution of the apoptosis of these cells when they were
in state of degeneration. BDNF-TTC showed a greater effect, dependent dose, that
only was observed at 48 hours. Disminution of apoptosis by GDNF-TTC in these
cultures stayed until the 72 hours, even when low doses were administered. Both
molecules activate Akt kinase, related to the cell survival and more specifically
located in the nucleo. Lastly and surprising, an antiapoptotic effect of C fragment

tetanus toxin was observed.

These results demonstrate that the molecules GDNF-TTC and BDNF-TTC
are functional, inhibiting the neuronal apoptosis. Due to their different form from
performance, we recommend the combined use of both factors in a possible

experimental animal treatment model.
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1. Introduccidn

1.- INTRODUCCION.

1.1.- ANTECEDENTES.

En la sociedad occidental y en mayor medida en los ultimos afios, las
enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson o el Alzheimer, presentan
una gran relevancia debido al envejecimiento de la poblacion. Sin embargo,
existen un subgrupo descrito en este tipo de enfermedades, como la Esclerosis
Lateral Amiotréfica (E.L.A.), que cursan Unicamente con degeneracion de las
motoneuronas. Debido por una parte al desfavorable pronéstico, y por otra, a la
escasez de terapéuticas efectivas, este tipo de patologias neuronales suponen hoy

en dia un grave problema social.

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (E.L.A.)) es una enfermedad
neuromuscular donde las motoneuronas, neuronas que controlan el movimiento de
la musculatura voluntaria, disminuyen su funcionamiento de forma gradual y
mueren, provocando debilidad y atrofia muscular. Es una enfermedad compleja,
en la que las neuronas estan sujetas a la accion incorrecta de uno y/o varios genes,
la mayoria de los cuales todavia tienen que ser descubiertos. En el caso de algunos
pacientes de E.L.A. se han encontrado distintas mutaciones a nivel de la enzima
Superoxido Dismutasa (S.0.D.) (Deng et al. 1993; Rosen et al. 1993). A pesar de
que los mecanismos de la neurodegeneracion producidos en la E.L.A. no son
conocidos, existen ya muchos trabajos que asocian esta degeneracion con la

apoptosis neuronal que ocurre en la enfermedad (Martin 1999).

Como se ha mencionado, no existe ningun tratamiento efectivo contra esta
enfermedad, sin embargo, el reciente descubrimiento de determinados factores de
crecimiento neuronal y agentes bloqueantes del glutamato han resultado
prometedores para detener la progresion de la enfermedad. Se ha sugerido el
empleo de diferentes factores neurotroficos para el tratamiento de la E.L.A., como
BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (Neurotrophin 3), NT-4
(Neurotrophin 4), CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) o GDNF (Glial Cell Line

3



1. Introduccidn

Derived Neurotrophic Factor). A pesar de que los estudios in vivo en animales
demuestran que estos factores neurotréficos protegen a la neurona motora de la
degeneracion, cuando se administran directamente en pacientes, no se ha
observado un efecto terapéutico. Es posible que el fracaso de estos ensayos se ha
debido a la falta de especificidad de los factores neurotroficos por las

motoneuronas.

El objetivo final del proyecto es el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas basadas en terapia génica para el tratamiento de las enfermedades que
cursan con degeneracion de las motoneuronas en los seres humanos, utilizando
como modelo la esclerosis lateral amiotrofica (E.L.A). Estas estrategias se basaran
en la inhibicion de esta degeneracion mediante el transporte especifico hasta estas
células de factores neurotroficos. Sin embargo, los vehiculos especificos hacia las

motoneuronas N0 SON NUMErosos.

La toxina tetanica es una potente neurotoxina producida por Clostridium
tetani que tiene la capacidad de atravesar las sinapsis y llegar hasta los Centros
Nerviosos Superiores via neuronal. ElI fragmento C (TTC), obtenido mediante
digestion con papaina de la toxina nativa, ha mostrado que mantiene las mismas
caracteristicas de transporte sin presentar poder patégeno. No es por tanto extrafio
que, desde hace tiempo, se haya propuesto que dicho fragmento podria ser
utilizado como un "transportador” de enzimas hacia las motoneuronas del Sistema
Nervioso Central (Fishman and Savitt 1989; Beaude et al. 1990; Coen et al. 1997).
El grupo de investigacion en el que me hayo integrado, mediante la utilizacion de
un marcador, ha demostrado que el fragmento C producido por células musculares
se transporta de forma idéntica que cuando se realiza una inyeccion proteica.
Estos resultados permiten plantear una estrategia de terapia génica basada en la
utilizacion de inyecciones intramusculares de DNA desnudo que codifique para la
fusion factores neurotréficos-TTC. Sin embargo, existen todavia muchas
cuestiones que responder antes de abordar este tipo de experiencias. Ante estos
antecedentes nos planteamos la realizacion de la presente tesis doctoral con los

siguientes objetivos.
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1.2.- OBJETIVOS.

El objetivo fundamental del presente trabajo es la contribucion, desde una
nueva vertiente basada en terapia genica, al desarrollo de nuevos tratamientos para
las enfermedades de la motoneurona, en particular la Esclerosis Lateral
Amiotrofica. Para alcanzar este objetivo general se ha planteado la consecucion de

los siguientes objetivos especificos:

1.- Obtener las construcciones genéticas en vectores de expresion procariotas para
la produccién de las siguientes proteinas recombinantes: GDNF, BDNF, GDNF-

TTC, BDNF-TTC, tanto en sus formas maduras, como de preproproteina.

2.- Producir las proteinas recombinantes: GDNF, BDNF, GDNF-TTC, BDNF-
TTC tanto en sus formas maduras, como preproproteinas y el fragmento C de la
toxina tetanica (TTC).

3.- Comprobar si GDNF y BDNF mantienen su efecto sobre la supervivencia

neuronal cuando se hallan fusionados al fragmento C de la toxina tetanica.

4.- Comprobar si las moléculas de fusion (GDNF-TTC y BDNF-TTC) conservan

el transporte retrégrado propio del fragmento C de la toxina tetanica.



VOldvVdoO0I11d19 NOISIAIY-¢




2. Revisién bibliogréfica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

El capitulo de revision bibliografica ha sido estructurado en tres apartados.
En una primera parte se describira de forma resumida la enfermedad de la
Esclerosis Lateral Amiotréfica, posteriormente las caracteristicas del fragmento C
de la toxina tetanica y por ultimo el estudio de las familias de factores
neurotroficos.

2.1. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA.

2.1.1. DEFINICION.

La enfermedad de Esclerosis Lateral Amiotrofica o E.L.A. fue descrita en
1.874 por Charcot. A pesar de los progresos en su investigacion, esta enfermedad
conocida coloquialmente como enfermedad de Lou Gehrig (debido a un famoso
jugador de beéisbol que padecié la enfermedad), todavia no tiene una terapia
efectiva.

El término de “amiotréfica” hace referencia a la atrofia muscular y
debilidad por la afectacion de las motoneuronas de la zona inferior de la médula
espinal. El término “esclerosis lateral” hace referencia al hecho de que, en las
autopsias de los enfermos, se observa gliosis en la columna lateral de la médula

espinal, de forma previa a la degeneracion en los conductos corticoespinales.

En los pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica, los sintomas
comienzan en una primera fase con debilidad en las manos o las piernas, o con
frecuencia dificultad en el habla y disfagia. En la mayoria de los casos, tanto las
motoneuronas del nivel superior como inferior, suelen estar afectadas, pero hay
ciertas variantes en la que una Unica poblacion lo esta (si afecta solamente a las
motoneuronas del nivel inferior se habla de Atrofia Muscular Espinal Progresiva,
y si lo hace a las del nivel superior se habla de Esclerosis Lateral Primaria). La
enfermedad es progresiva y la media de supervivencia del paciente suele ser entre

tres y cinco afios.
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2.1.2. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD.

A pesar de los numerosos estudios realizados, de la gravedad de la
enfermedad y de su falta de tratamiento, en la mayoria de los casos de E.L.A., no
se conoce su causa. Existen E.L.A. familiares (5-10%), en los que hay una
relacion directa con una mutacion y el desarrollo de la misma, y de los cuales nos
ocuparemos en el apartado “Etiologia genética”. El resto de los casos (90-95 %),
se consideran esporadicos con origen desconocido, en los cuales también se
sospecha de la existencia de un componente genético. Estos casos seran

englobados en el apartado “Etiologia esporadica”.

2.1.2.1. ETIOLOGIA GENETICA.

La primera evidencia de que la E.L.A. tenia un fondo genético fue en
1993. En este afio, Rosen y colaboradores (Rosen y cols. 1993) descubrieron que
mutaciones en el gen de la Superoxido Dismutasa 1 (SOD-1) estaban asociadas
con un 20 % de los casos de la E.L.A. familiar. Ademas, en algunos enfermos de
E.L.A. esporadica (5%), también se han encontrado mutaciones en el mismo
(Rowland y Shneider 2001). El efecto tdxico para la célula no estd producido por
una falta de funciéon de dicha enzima, sino por su actividad patégena como

explicaremos en el siguiente capitulo (Gurney y cols. 1994).

Mas de 90 de las mutaciones que se producen en este gen se localizan en
una zona de 40 a 153 aayx presentando todas ellas caracter dominante. Unicamente
la mutacion D90A (el nombre dado a la mutacién de la enfermedad consiste en la
inicial del aminoacido mutado, seguido por el nimero donde tiene lugar y por el
cual es sustituido) puede presentar un caracter recesivo o dominante. En funcion
de la mutacion que presentan, se observan variaciones en la sintomatologia de la
enfermedad: actividad SOD1 en los eritrocitos (en algunos casos disminuye),
supervivencia del enfermo (entre un rango de un afio a 20), edad de manifestacion
de la enfermedad (normalmente es a partir de los 40 afios pero puede aparecer

antes), y otras manifestaciones clinicas (Rowland y Shneider 2001).
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Como se ha comentado, las mutaciones en SOD-1 constituyen el 20 %
de las formas heredables de la enfermedad. Del 80% restante no se conoce
exactamente su modo de herencia y los genes responsables, aunque si ha sido

relacionada con algunas zonas del genoma.

La E.L.A. juvenil autosomica dominante que ha sido relacionada con el
cromosoma 9 en la region q34 (Chance y cols. 1998) o la E.L.A. con demencia
frontotemporal en el cromosoma 9, region g21-22 (Hosler y cols. 2000) son otras
formas genéticas descritas. En algunos casos, ademas de relacionar la enfermedad
con una zona del cromosoma, también se propone un gen candidato. Este es el
caso de la E.L.A. juvenil autosémica recesiva, relacionada con los cromosomas 2
(933) (Hentati y cols. 1994) y 15 (g15-22) (Hentati y cols. 1998), cuyo candidato
es el gen denominado alsin, que codifica para una proteina reguladora

dependiente de energia de tipo GTP (Hadano y cols. 2001; Yang y cols. 2001).

Por otra parte, la existencia de estas mutaciones en el gen SOD-1 en
pacientes con E.L.A. familiar, han permitido la realizacion de ratones
transgénicos, modelos animales de la enfermedad que hasta ese momento no
existian. Uno de los primeros ratones transgénicos obtenidos consistié en la
sobreexpresion del gen SOD1 con la mutacion G93A (Gurney y cols. 1994).
Hasta el momento es el modelo animal con una sintomatologia mas exacta a lo
que ocurre en la enfermedad humana. Este hecho lo hace uno de los modelos
sobre los que se han realizado mas estudios, tanto desde el punto de vista
terapéutico, como para estudios de la patologia de la enfermedad. Otros modelos
animales basados en mutaciones del gen SOD1 han sido realizados, como la
mutacion G86R (Ripps y cols. 1995) o G37R (Wong y cols. 1995), siendo

también utilizados para este tipo de estudios.

2.1.2.2. ETIOLOGIA ESPORADICA.

Como anteriormente hemos expuesto, el 90 a 95% de los casos de E.L.A.
se consideran esporadicos con origen desconocido. A pesar de que no se han
descubierto relaciones genéticas directas, muchas veces se les denomina
aparentes, ya que se sospecha pueden tener un fondo genético. En un primer lugar
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se pensd que una causa podria ser mutaciones en el gen que codifica para la
subunidad pesada de los neurofilamentos (NEFH), que produce elementos de

sostén y comunicacion internos de las neuronas (Al-Chalabi y cols. 1999).

De especial interés resultan los estudios sobre los animales que presentan
una mutacién en la cadena pesada de la dineina (Hafezparast y cols. 2003). Esta
proteina esta implicada en el transporte retrogrado de sustancias a lo largo de las
células neuronales, en el axdn. Se han observado en ratones heterocigotos con
una mutacion en la cadena pesada de la misma, una progresiva degeneracién en
las neuronas motoras, y en los animales homocigotos, las estructuras
caracteristicas de degeneracién neuronal, denominadas cuerpos de inclusion de
Lewry, similares a las que aparecen en pacientes de E.L.A. Estos hechos apuntan
a que deficiencias en el transporte retrogrado neuronal podrian ser otra causa de la

degeneracion de las motoneuronas

Uno estudios mas completos realizados hasta el momento sobre E.L.A.
esporadica humana, es el del grupo del doctor Meyer que analiz6 a 85 pacientes
en tres centros de salud diferentes en Alemania (Homburg/Saar, Ulm y Berlin).
Tras la observacion de sus cariotipos, se encontraron alteraciones cromosomicas
en 5 de los pacientes: en tres de ellos se detectaron traslocaciones y en los otros
dos inversiones pericéntricas. Era la primera vez que se describian alteraciones
constitucionales cromosomicas en enfermedades comunes como la E.L.A. (Meyer
y cols. 2003) y se pensd que procesos de recombinacién en el material genético
podrian provocar alteraciones en genes aun no identificados. En el mismo trabajo,
se proponen una serie de genes candidatos que podrian estar implicados en la
enfermedad que hasta la actualidad ha sido descrita como esporadica (ver Tabla
2.1)

Otro hecho que apunta hacia esta hipGtesis, es que existen datos que
demuestran susceptibilidad genética para la enfermedad, apareciendo los casos en
la misma familia junto a otros transtornos neurodegenerativos (Lynch y cols.
1994; Hosler y cols. 2000). No obstante, y a pesar de los numerosos estudios
realizados para explicar esta susceptibilidad, los Unicos factores de riesgo
establecidos hasta ahora son la edad y la historia familiar.
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Ademas de un fondo genético, también se han propuesto otra serie de

factores que pueden influir para desencadenar la enfermedad. Debido a que la

prevalencia y la incidencia del E.L.A. son muy homogéneas, se ha pensado en un

componente ambiental (por ejemplo exposicion a metales pesados) como una

posible causa (Rowland y Shneider 2001).

Gen  Descripcién Locus Gen Descripcién
Locus
4p15.3 DDX15 DEAD/H ARN 20q11.2 ITGB4BP Proteina que une
helicasa, polipéptido integrina beta 4
15
4922 GRID2 Receptor de STK4  Serina/treonina
glutamato kinasa 4
ionotropico, delta 2
PDHA2 Piruvato SNTA1 Sintrofina alfa 1
deshidrogenasa,alfa2
12p11 KCNJ8 Canal de potasio 21g22.1 SOD1  Superdxido dismutasa
1
DDX11 DEAD/H ARN KCNE1 Canal de potasio
helicasa, polipéptido regulado por voltaje
11
12913 KIF5A Familia Kinesina 52 KCNE2 Canal de potasio
regulado por voltaje
ITGA7 Integrina, alfa 7 KCNJ16 Canal de potasio
regulado por voltaje
SNC8A Canal de sodio Xpll  USP9X Proteasa 9 ubiquitina
regulado por voltaje, especifica
tipo 8
PDE1B Fosfodiesterasa 1B, RBM3  Proteina que une
dependiente de ARN tipo 3
calmodulina
MAP3K MAP Kinasa 12 RBM10 Proteina que une
12 ARN tipo 10
KCNH3 Canal de potasio CASK  Serina proteina

regulado por voltaje,
subfamilia H

kinasa dependiente de
calcio

Tabla 2.1.- Genes propuestos como candidatos en la
Localizacién cromosémica y funcion de los mismos (Meyer y cols. 2003).

E.L.A. esporadica.

La etiologia viral también ha sido propuesta como posible causante de la

enfermedad. El Dr. Berger y sus colaboradores (Berger y cols. 2000) observaron

en la medula espinal de enfermos enterovirus RNA, no confirmandose por otros

grupos (Walker y cols. 2001). Por otra parte, la apariciéon de cuadros de
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enfermedad de la motoneurona en enfermos de S.I.D.A, también hicieron pensar
en esta posibilidad (Rowland y Shneider 2001).

Por ultimo, en el 2003 se han relacionado los virus echovirus-7 vy
herpesvirus 6, 7'y 8 con la enfermedad, aunque los autores del trabajo indican que
el nimero de enfermos (20 pacientes) es escaso para llegar a conclusiones
(Cermelli y cols. 2003).

También por sus caracteristicas similares se ha relacionado la etiologia de
la enfermedad Creutzfeldt-Jacob con la E.L.A., aunque nuevos estudios son

necesarios en este campo (Worrall y cols. 2000).

Otra de las hipdtesis mas aceptadas seria que la inmunidad juega un papel
muy importante en la patogénesis de la enfermedad (Appel y cols. 1995). En
médulas espinales de enfermos de E.L.A. se han encontrado células T y microglia
activada con 1gGs contra las motoneuronas. Se ha propuesto, que la regulacion
intracelular del calcio, estaria interferida por anticuerpos contra canales del mismo
(Pullen y Humphreys 2000). No obstante, estos resultados contradicen el hecho de
que la inmunoterapia en los pacientes con corticoesteroides, inmunoglobulinas
intravenosas, ciclofosfamida o radiaciones no haya sido efectiva. Por tanto, la

teoria de la autoinmunidad es controvertida (Vincent y Drachman 1996).

Por ultimo, otra teoria propone que la enfermedad seria ocasionada como
respuesta a algun proceso tumoral, pero estudios epidemioldgicos no han
demostrado una relacion directa (Hays y cols. 1990; Khwaja y cols. 1998;

Ferracci y cols. 1999).
Como ha quedado demostrado, excepto en el caso de mutaciones de la

SOD-1, la etiologia de la enfermedad no estda muy clara. Una hipdtesis seria

pensar que algunas formas de E.L.A. podrian deberse a causas multifactoriales.
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2.1.3. DIAGNOSTICO Y LESIONES.

La dificultad en el diagnéstico de la enfermedad ha llevado a instaurar
unos criterios internacionales que son conocidos como “Criterios del Escorial”

(www.winals.org). La mayor dificultad consiste en diferenciarla de otro tipo de

enfermedades neurodegenerativas de la motoneurona, como la enfermedad de
Kenedy o la Atrofia Muscular Espinobulbar ligada al cromosoma X. No obstante,
la electromiografia y la resonancia magnéetica parecen ser dos de los métodos mas
eficaces para el seguimiento de la enfermedad (Pioro y cols. 1999; Gooch y
Harati 2000; Olney y cols. 2000). Segun el Dr. Jaume Coll de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Barcelona, para el diagndstico de
E.L.A. debe ser necesario confirmar (por electromiografia) la presencia de lesion
de la ultima motoneurona (asta anterior medular y bulbar) en 3 segmentos
independientes de las 4 extremidades, con los signos clinicos habituales
(debilidad, atrofia, fasciculaciones). Ademas, es preciso que exista lesion de la
primera motoneurona (signos piramidales). Los estudios de neurografia sensitiva

deben ser totalmente normales y la enfermedad debe ser progresiva.

Debido a la utilizacion de criterios tan estrictos para el diagndstico, puede
ocurrir que algunos pacientes mueran de E.L.A. sin haber sido diagnosticados

(Traynor y cols. 2000).

Respecto a las lesiones, las caracteristicas histopatolégicas mas
remarcadas de E.L.A. son la degeneracion y pérdida de las neuronas motoras con
gliosis astrocitica. Se han observado inclusiones intraneuronales en la
degeneracion de la glia y las neuronas (Chou y cols. 1998; Kikuchi y cols. 2000).
El descubrimiento de cuerpos de inclusién similares en pacientes con E.L.A., y
de pacientes con E.L.A. y demencia, permitieron establecer una clasificacion entre
la demencia frontotemporal y las enfermedades de la motoneurona (Ince y cols.
1998).

La neuropatologia caracteristica observada en E.L.A. es el engrosamiento
de los neurofilamentos en los axones proximales, acumulaciones periféricas y
neurofilamentos en axones y cuerpos celulares neuronales, inclusiones alrededor
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del cuerpo celular de neurofilamentos fosforilados, e inmunoreactividad a la
ubiquitina, y en algunos casos familiares inmunoreactividad de la superoxido
dismutasa Cu/Zn (SOD1), cuerpos de Lewry dentro del citoplasma neuronal,
fragmentacion del aparato de Golgi, reduccion del calibre del axén distal,

degeneracion walleriana axonal y atenuacién de las dendritas.

Respecto a las inclusiones intraneuronales descritas, se ha encontrado en
un 70% de las autopsias de pacientes los cuerpos de bunina. Raramente se
encuentra en otras condiciones, por lo que la sensibilidad y especificidad de esta
caracteristica son altas. Estas inclusiones son intracitoplasmaticas, eosinofilicas,
positivas para la cistatina (un inhibidor de la cisteina proteasa) y contienen
hialina. En el caso de las inclusiones ubiquitinadas, se han encontrado éstas en
pacientes con E.L.A., con Parkinson y con Alzheimer. Sin embargo, en el caso de
la E.L.A. no reaccionan con anticuerpos contra neurofilamentos o tau, a diferencia

de otras enfermedades neurodegenerativas.

Los cuerpos parecidos a los cuerpos de Lewry, los cuales no contienen
neurofilamentos, pueden estar relacionados con las inclusiones ubiquitinadas
aunque son menos frecuentes. Por otra parte, en algunos pacientes con E.L.A.
familiar las inclusiones de conglomerados de hialina contienen SOD1
inmunoreactiva. Estos conglomerados muestran un marcaje muy intenso para

neurofilamentos fosforilados y no fosforilados.

También han sido observados productos glicosilados en pacientes de
E.L.A. familiar con la mutacién A4V en el gen SOD1. Contienen ubiquitina,
neurofilamentos y SOD1. Son depositados por procesos de glicosilacion y
oxidacion. Por otra parte han sido encontradas anormalidades mitocondriales en
pacientes con E.L.A. y en ratones transgénicos con la SOD mutada (Borthwick y
cols. 1999; Beal 2000). Algunos pacientes, incluso, presentan fragmentacion del

aparato de Golgi (Gonatas y cols. 1998).

Este tipo de estudios han llevado a realizar varias teorias sobre los

mecanismos de patogenicidad de la enfermedad.
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2.1.4. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD.

Aunque los mecanismos moleculares exactos que causan la muerte de las
motoneuronas en E.L.A. no se conocen, existen distintas teorias que intentan
explicar este hecho. Estas teorias estan representadas en la Figura 2.1., extraida
de la revision realizada por Rowland y Shneider, 2001. Todos estos procesos
llevarian al final a anormalidades en las mitocondrias y posterior apoptosis

celular.

Mutaciones en genes
de los neurofilamentos \
Desorganlzacmn de » Estrangulacion
neurofilamentos axonal
Inflamacion o dafio en
los axones Incremento en
periferina

Agregacion de

proteinas
Mutaciones en el gen
SOD1

Inhibicién de la

/ unioén de Zn

APOPTOSIS

Anormalidades de la
nitrosilacion y peroxidacion de
la tirosina

Dafio mitocondrial
Incremento de

calcio intracelular
Activacion de la permeabilidad de calcio en los /
receptores de glutamato

Figura 2.1.- Mecanismos que pueden contribuir a la degeneracion de motoneuronas
en E.L.A. Dichos mecanismos engloban los efectos toxicos de SOD1, la agregacion
anormal de proteinas, la desorganizacion de filamentos intermedios, la excitotoxicidad
debida a los canales de glutamato y otras anormalidades en los mecanismos de
regulacion del calcio. (Rowland y Shneider 2001)

2.1.4.1. TOXICIDAD INDUCIDA POR SOD1

La SOD1 es una enzima que requiere cobre y zinc para catalizar la

conversion de radicales superdxido, que son toxicos para la célula, en peroxido de
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hidrogeno y oxigeno. Un aomo de cobre en el sitio activo de la enzima es
necesario para la catélisis, aportando a la SOD1 ademas una actividad pro-
oxidante menor, que incluye la peroxidacion, la generacion de radicales hidroxilo
y la nitrosilacion de la tirosina. Estas reacciones quedan detalladas en la Figura
2.2.

En un primer momento, se considerd que las mutaciones en la enzima
SOD1 conllevaban la pérdida de la funcién antioxidante de la misma, y que este
hecho provocaria la acumulacién de superéxido (Bowling y cols. 1993; Deng y
cols. 1993). Sin embargo, la hipotesis de la pérdida de funcion fue rechazada
debido a que se observd como la sobreexpresion de SOD1 mutante (contiene la
mutacion G93A) en ratones transgénicos, que poseian la actividad normal de su
SOD-1 end6gena, presentaban los sintomas propios de la enfermedad (Gurney y
cols. 1994). Confirmando este hecho, se ha observado que los ratones knock out
para la enzima, los cuales presentan la pérdida de funcién de la misma, no
presentan la enfermedad (Reaume y cols. 1996). Estos resultados permitieron
concluir que las mutaciones de la SOD1 ocasionan la enfermedad, debido a una

ganancia en la funcion de la enzima que hace que sea toxica para la célula.

Ademas de esta teoria, se ha desarrollado otra, supone que los dafios
oxidativos debidos a SOD1 podrian no ser una causa primaria de la toxicidad. Se
considera que los mecanismos de ganancia de funcién podrian incluir un
incorrecto plegamiento de la enzima mutante que formaria agregados de proteinas
anormales, como ocurre en enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la
edad (Durham y cols. 1997; Cleveland y Liu 2000).

No obstante, la primera de las teorias es la que mas se ha estudiado. De
este modo, se propone que una mutacion en la enzima aumenta su reactividad, de
forma que reacciona con substratos que normalmente no lo haria, dando lugar a
sustancias toxicas. Asi, como se muestra en la Figura 2.2., si el radical
peroxinitrito es utilizado como substrato por la SOD-1, la enzima puede originar
la nitrosilacion anormal de tirosinas dafiando a las proteinas (Beckman y cols.
1993). A este respecto se ha observado que en pacientes con E.L.A. familiar y
esporadica, al igual que en ratones transgénicos para la SOD-1 mutada humana,
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los niveles de nitrotirosina libres en la médula espinal estan elevados, a pesar de
que todavia no se han identificado patrones de nitrosilacion especificos (Beal y
cols. 1997; Ferrante y cols. 1997).

Actividad antioxidante

SOD1-Cu?* +0z- —= SOD1-Cu* +0: 1°
SOD1-Cu*+0;" —» SOD1-Cu?*+H:20:

Generacion de radicales hidroxilo

S0D1-Cu?* +Hy0y— S0OD1-Cu*+0y-+2H* 20
SOD1-Cu*+H;0; —» S0D1-Cu?* +OH +0H-

SOD1-Cu?* +ONOO-—» SOD1-CuO....NO?'
SOD1-CuO....NO2* + Tyr —» SOD1-Cu2* +OH-+NOTyr

30

Figura 2.2.- Reacciones catalizadas por la Superoxido Dismutasa 1 (SOD 1).
La SOD normalmente cataliza la reaccion de aniones superéxido a peroxido
de hidrogeno (12 reaccion). Mutaciones en el gen inducen a otras reacciones
llevando a la produccion de radicales hidroxilicos toxicos (22 reaccion) o
promover la utilizacion de reactivos anormales como el peroxinitrito,
nitrosilando residuos de Tyr de proteinas (32 reaccion).

Por otra parte, ha sido demostrado que las mutaciones en SOD-1
disminuyen la afinidad por el zinc (Crow y cols. 1997). Por tanto, si las
mutaciones de SOD-1 impiden a la enzima unirse a zinc, podrian originarse dafios
oxidativos. Supondria una menor eficiencia de la misma en retirar los excesos de
superoxido, aumentando su propiedad de nitrosilacion de tirosinas (Estevez y cols.
1999).

El cobre es otro elemento incorporado en la patogenia de la enfermedad,
ya que la enzima lo necesita para ser activa, incluso cuando su actividad es
anormal. A este respecto, se ha demostrado que dos quelantes captan el cobre de
la SOD1 mutada deficiente en zinc, pero no en la SOD normal (Estevez y cols.
1999). Estos quelantes protegen los cultivos de motoneuronas que presentan la

SOD mutada, lo que abriria un campo en el tratamiento de la enfermedad.
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También una chaperona, encargada de incorporar el cobre al sitio activo de
la enzima (Corson y cols. 1998), ha sido propuesta como diana terapéutica. Se ha
observado que los animales knock out para este gen reducen (aunque no eliminan)
la actividad SOD-1 del Sistema Nervioso Central (Wong y cols. 2000). Resultaria
de gran interés comprobar si en ratones con la SOD-1 mutada, se puede eliminar
el cobre con el que estd unida la enzima, determinando si es requerido para el

efecto toxico.

2.1.4.2. DESORGANIZACION DE FILAMENTOS INTERMEDIOS.

Los neurofilamentos también se han relacionado con la patogénesis de la
enfermedad. Ratones que sobreexpresaban subunidades tanto normales como
mutantes de dichas proteinas mostraron disfunciones en las motoneuronas y
degeneracion de los axones, con un patron similar al observado en los pacientes
de E.L.A (Cote y cols. 1993; Xu y cols. 1993; Eyer y cols. 1998).

Se conoce desde hace tiempo, que en los pacientes se acumulan
neurofilamentos, tanto en cuerpos celulares, como en los axones de las
motoneuronas (Carpenter 1968; Hirano y cols. 1984; Rouleau y cols. 1996; Ince y
cols. 1998). No obstante, a pesar de no estar claro si estas anormalidades son la
causa o la consecuencia de la degeneracion neuronal, existen datos que apuntarian
a esta hipétesis (Julien y Beaulieu 2000). Se han encontrado mutaciones en el gen
de la subunidad pesada de los neurofilamentos en pacientes con E.L.A. esporadica
y familiar (Figlewicz y cols. 1994; Al-Chalabi y cols. 1999). Ademas, los niveles
de mRNA de la subunidad ligera de los neurofilamentos en los pacientes con
E.L.A. esporadica son anormalmente bajos (Bergeron y cols. 1994) . Se piensa
que la expresion aberrante de los neurofilamentos podria impedir el transporte
axonal de moléculas necesarias para el mantenimiento de los axones, como una

“estrangulacion axonal” (Willard y Simon 1983; Collard y cols. 1995).

Por Gltimo, estudios en animales transgénicos para la SOD-1 mutada
humana, han demostrado que la eliminacion de la expresion de la subunidad ligera
o la sobreexpresién de la subunidad pesada, disminuye los efectos de la
enfermedad (Couillard-Despres y cols. 1998; Williamson y cols. 1998). Aunque
20
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en un principio estos resultados pueden resultar contradictorios, dos teorias
intentan explicar este hecho. En primer lugar, se supone que los neurofilamentos
podrian ser dianas de los efectos toxicos de la SOD1 mutada, y por tanto la
reduccion de neurofilamentos axonales protege de la degeneracion. Por otra parte,
se considera que la acumulacion de los neurofilamentos en las motoneuronas,
podria proteger contra la enzima SOD1 al disminuir su union a zinc o amortiguar
el calcio (Lefebvre y Mushynski 1988).

Otra de las posibles proteinas candidatas en la patogenia de la enfermedad
es la periferina (otro filamento intermedio), que se encuentra acompariando a los
neurofilamentos en las inclusiones neuronales de los pacientes con E.L.A
esporadica y de los ratones con la SOD1 mutada (Corbo y Hays 1992; Tu y cols.
1996). Se expresa normalmente en las motoneuronas, pero sus niveles se ven
aumentados como respuesta a un dafio celular o a una inflamacién debida a
citoquinas (Troy y cols. 1990; Troy y cols. 1990; Sterneck y cols. 1996). Se ha
observado, que la sobreexpresion de periferina en ratones induce a la selectiva

degeneracion de los axones motores (Beaulieu y cols. 1999).

En ratones que no expresan la cadena ligera de los neurofilamentos y
sobreexpresan la periferina, existe una clara muerte de las motoneuronas de forma
selectiva. Debido a ésto, se ha propuesto que el incremento de la expresion de
periferina tras el dafio neuronal o una inflamacién podria ser la causa de la
enfermedad, a través de una interaccion con las subunidades medias y pesadas de
los neurofilamentos, en ausencia de las subunidades ligeras, llevando consigo a la
formacion de agregados toxicos (Beaulieu y cols. 1999). La sobreexpresion de
periferina mata especificamente motoneuronas, ya que estas contienen niveles
altos de neurofilamentos, y no lo hace con las neuronas sensitivas, ya que estas no
expresan tantos neurofilamentos (Beaulieu y cols. 1999). Estos datos resultan
contradictorios con lo que se ha descrito recientemente sobre la potenciacion de la
sintesis de neurofilamentos pesados en estos ratones, donde se ha observado que
se evita la muerte de las motoneuronas, rescatandolas de la neurodegeneracién
(Beaulieu y Julien 2003). De nuevo observamos como la patogenia de la

enfermedad es controvertida.
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2.1.4.3. HOMEOSTASIS DEL CALCIO Y EXCITOTOXICIDAD.

Hay muchas evidencias que indican que en la E.L.A. hay variaciones en
los niveles de calcio libre intracelulares, por tanto, se ha propuesto que una
homeostasis anormal del calcio puede activar una serie de procesos, que

finalmente desencadenarian la muerte celular y que trataremos en este apartado.

En pacientes con E.L.A. y en ratones con la SOD1 mutada, la resistencia
de ciertas motoneuronas, como por ejemplo las oculomotoras, parece estar
relacionada con la presencia de proteinas que se unen a calcio y que protegen a
éstas de los efectos toxicos de los altos niveles del mismo (Elliott y Snider 1995;
Siklos y cols. 1998; Vanselow y Keller 2000). La teoria de la excitotoxicidad
propone que los dafios estarian causados por una excesiva entrada de calcio
extracelular en la neurona a través de la activacion inadecuada de los receptores
del glutamato. EI glutamato, un importante neurotransmisor excitatorio en el
Sistema Nervioso Central, actla a través de distintos receptores, uno de éstos es el
denominado AMPA, que varia su permeabilidad a calcio en funcion de las
subunidades que forman el receptor. Cuando la subunidad denominada GIluR2
esta presente en el receptor, el canal es impermeable a calcio. En el caso de las
motoneuronas, comparada con otras poblaciones neuronales, dicha subunidad esta
en menor cantidad presentando una alta permeabilidad al calcio (Williams y cols.
1997).

La excitotoxicidad de glutamato en pacientes con E.L.A. esporadica, fue
propuesta debido a la observacion de un aumento en los niveles de glutamato en el
fluido cefalorrraquideo de los mismos (Rothstein y cols. 1990; Rothstein 1995;
Shaw y cols. 1995; Shaw y Ince 1997). Altos niveles de glutamato podrian ser
excitotoxicos, incrementando a su vez los niveles de calcio libre en el interior
celular a través de receptores permeables a calcio o de canales de calcio

dependientes de voltaje.

También se ha propuesto que los niveles aumentados de glutamato en el
fluido cefalorrraquideo, podrian ser debidos a un fallo en el transporte de
glutamato en el Sistema Nervioso Central. La actividad sinaptica del glutamato es
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normalmente finalizada por recaptacion a través de transportadores de
aminoacidos excitatorios EAATSs (excitatory amino acid transporters)
normalmente EAAT1 y EAAT2 en los astrocitos perisindpticos (Rothstein y cols.
1996). Los pacientes con E.L.A. esporadica presentan una pérdida selectiva de
EAAT2 que conlleva a un fallo en el transporte del neurotransmisor (Rothstein
1995). Se ha relacionado la pérdida de EAAT2 en las regiones afectadas del
Sistema Nervioso Central a un splicing en su mRNA que da lugar a una forma no
funcional del mismo (Lin y cols. 1998). Sin embargo, la especificidad de las
regiones neuronales y su especificidad en esta enfermedad, todavia no ha sido

confirmada (Nagai y cols. 1998; Meyer y cols. 1999; Honig y cols. 2000).

Por otra parte, la enzima SOD1 mutada puede también afectar a los niveles
de calcio intracelulares a través de una toxicidad directa en la mitocondria, la cual
es esencial para la correcta homeostasis del calcio (Carri y cols. 1997; Carriedo y
cols. 2000). La alta actividad metabolica de las motoneuronas, y por tanto su
dependencia de la fosforilacion oxidativa, puede hacerlas vulnerables a una

pérdida de la funcion mitocondrial.

Se ha propuesto que en pacientes con E.L.A. familiar, la SOD1 mutada
podria llevar a una inactivacién de EAAT2 por parte del peréxido de hidrégeno,
lo que representaria un punto de unién entre la E.L.A. esporédica y la familiar
(Trotti y cols. 1999).

La cascada excitotdxica es iniciada en las dendritas de las neuronas en la
membrana postsinaptica. Ello puede implicar la degeneracion local de la sinapsis
o plasticidad, o puede propagar la sefial al resto de la célula llevando a ésta a la
muerte (Mattson 2003). Por tanto, se propone que la muerte por excitotoxicidad
esta relacionada con la entrada de altas concentraciones de iones calcio en el
citoplasma de la neurona procedente del exterior, o del acumulado en
determinados organulos celulares, y que produciria radicales reactivos muy

oxidantes, desencadenando la apoptosis celular.

23



2. Revisién bhibliogréafica

2.1.4.4. APOPTOSIS.

Como hemos visto en el apartado anterior, al igual que altos niveles de
calcio, proteinas que inducen la apoptosis como p53, Bax y Par-4 provocan
cambios en la permeabilidad en la mitocondria. Como consecuencia de este
cambio existe una liberacion de citocromo c y la activacion de proteasas como la

caspasa-3.

La primera evidencia del posible papel de las caspasas en una enfermedad
neurodegenerativa, procedié de experimentos realizados mediante el cruce de
ratones modelos de E.L.A. (con el gen SOD1 mutado) y ratones expresando un
mutante de caspasa-1 (Friedlander y cols. 1997). Estos dobles mutantes,
resultaban mas resistentes a la enfermedad (50% menor de progresion) que los
animales transgénicos para la SOD-1 mutada. Ante estos resultados, se estudio en
dichos modelos la expresion tanto de la caspasa-1, como de la caspasa-3 a lo largo
de la enfermedad, demostrando que los niveles de mMRNA de ambas proteinas se

acumulaban con la edad de los animales (Li y cols. 2000).

También en la médula espinal de estos animales modelos se ha observado
la activacion de la caspasa-9, liberacion de citocromo ¢ y cambios proapopt6ticos
en la familia Bcl-2. Ademas, en ratones G93A para la SOD1 humana, la
expresion del gen antiapoptotico Bel-2 disminuye la muerte de las motoneuronas
alargando la vida del animal (Kostic y cols. 1997; Guegan y cols. 2001; Zhu y
cols. 2002).

Otro hecho que puede apoyar esta hipotesis, es que la administracion
intraventricular de un inhibidor de la caspasa (zVAD-fmk) en los animales
modelo, muestra un efecto neuroprotector, alargando la supervivencia de los
ratones en un 22%, observandose una disminucion de caspasa-1y caspasa-3 tanto
al nivel de expresion de mRNA, como de actividad enzimatica (Li y cols. 2000).
Del mismo modo, un inhibidor de las caspasas, la enzima interleukin-1p-
converting, también mostr6 una disminucion en la progresion de la enfermedad

alargando la supervivencia de los animales (Friedlander y cols. 1997).
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Estos hechos observados en animales modelos se relacionan con resultados
obtenidos en humana. En muestras de la médula espinal de pacientes con E.L.A.
se ha observado la activacion de la caspasa-3, indicando la relevancia clinica de

los estudios realizados en los animales modelo (Martin 1999).

A pesar de que la apoptosis es uno de los procesos que se dan en los
estadios tardios de la enfermedad, su inhibicion podria enlentecerla y por tanto

aumentar la calidad de vida del enfermo.

2.1.5. TERAPEUTICA CONTRA LA ENFERMEDAD.

Como hemos comentado anteriormente, no existe tratamiento efectivo para
la E.L.A. Sin embargo, debido a sus consecuencias, existen tratamientos, en su
mayoria sintomaticos que se aplican actualmente, y numerosos tratamientos
experimentales se estan realizando. En este capitulo realizaremos una exposicion

de ambos tipos.

2.1.5.1. TRATAMIENTOS ACTUALES

El riluzol, un antagonista del glutamato, es la Unica droga aprobada por la
FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento de la E.L.A. En dos
ensayos clinicos se observo que provocaba la prolongacién en la supervivencia de
tres a seis meses (Bensimon y cols. 1994; Lacomblez y cols. 1996). En uno de
estos ensayos el tratamiento disminuyo levemente el decaimiento de la fuerza
muscular, pero no hubo otros beneficios respecto a los pardmetros medidos en
otros ensayos (Bensimon y cols. 1994). Estudios posteriores demostraron que los
pacientes que recibieron riluzol, permanecieron durante mas tiempo en un estadio
intermedio de la enfermedad, comparandolos con pacientes control (Riviere y
cols. 1998). Se cree que la eficacia del riluzol, esta basada en su capacidad de
soportar la excitotoxicidad del glutamato en la patogénesis de la enfermedad. Sin
embargo, otros antagonistas del glutamato como aminodcidos de cadenas
ramificadas, lamotrigina o dextrometorfano, no han mostrado efectos beneficiosos

en los ensayos clinicos (Miller 1999; Demaerschalk y Strong 2000).
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Actualmente, el farmaco con el compuesto activo riluzol, esta
comercializado con el nombre de Rilutek, por la compafiia Aventis S.A. y se
administra a los pacientes con resultados no muy satisfactorios. El resto de los
tratamientos utilizados son para paliar sintomas, tanto psicolégicos como fisicos,

sobretodo en la parte final de la enfermedad.

Normalmente una vez realizado el diagnostico, los pacientes con E.L.A.
comienzan a presentar sintomas de depresion que se tratan con antidepresivos. En
un estudio con 100 pacientes con E.L.A., se observo que el 11% mostrd sintomas
de depresion clinica. También consideraciones psicologicas y espirituales son
determinantes en la calidad de vida de los pacientes (Ganzini y cols. 1999;

Murphy y cols. 2000; Simmons y cols. 2000).

Por ultimo, el problema central del tratamiento de estos pacientes, cuando
empiezan a observarse sintomas respiratorios, es la decision entre una
traqueotomia o ventilacion mecanica. Pocos pacientes estdn de acuerdo con la
eleccion de ventilacion mecéanica, ya que conlleva afios de total inmovilidad y una

comunicacion limitada, ademas de la pesada carga para las familias.

Con todo lo expuesto, no es extrafio que se estén llevando a cabo

numerosos tratamientos experimentales que intentamos describir a continuacion.

2.1.5.2. TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES.

Los ensayos clinicos realizados en E.L.A pueden consultarse en la pagina
de internet de la asociacién americana MDA que es actualizada constantemente
(http://www.mdausa.org/disease/als.html.). Dichos ensayos actualmente se basan
en cuatro estrategias: aumentar la supervivencia neuronal con factores
neurotroficos y/o moléculas antiapoptoticas, disminuir los niveles de glutamato,
disminuir la oxidacién y por ultimo intentar mejorar la calidad de vida de los
enfermos.

En el caso de los estudios que intentan mejorar la calidad de vida del
paciente, se ha probado la molécula dextrometorfano, ensayo clinico llevado a
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cabo por la comparfiia Avanir Pharmaceuticals (San Diego, EEUU). La molécula
se ha denominado AVP-923 y es wuna combinacion de hidrobromo
dextrometorfano y sulfato de quinidina. EI primero es un antitusivo y el segundo
es utilizado para controlar arritmias. Parece que el AVP-923 es capaz de reducir
las expresiones emocionales incontroladas de los pacientes de ELA. El estudio se
encontraba en fase I1-111 y contaba con un total de 100 pacientes, pero no produjo

resultados satisfactorios y actualmente se encuentra cerrado.

Otro estudio esta orientado al anélisis del uso de oxandrolona y esteroides
anabdlicos, junto con la nutricion convencional, para el mantenimiento del peso
corporal y masa muscular en enfermos con ELA. La Oxandrolona presenta
actividad hormonal y se comporta como un anabolizante, aumentando la masa
muscular con ejercicios de rehabilitacion. Este ensayo esta siendo llevado a cabo
por el Centro Neuromuscular de las dos Carolinas (EEUU) y actualmente esta

abierto.

Algunos trabajos cientificos citan alteraciones en el metabolismo de la
creatina como posible desencadenante de enfermedades degenerativas
neuromusculares como la ELA. Estudios previos demuestran que la ingestién oral
de la misma mejora la funcion muscular, recuperandose del esfuerzo mucho antes,
por lo que se propone como suplementacion alimentaria en la ELA. Se estan
realizando tres ensayos clinicos por el Consorcio Noroeste para la ELA (EEUU),
el Centro para enfermedades neuromusculares y para ELA (EEUU) vy la
Universidad de Medicina del Oeste de Virginia (EEUU).

Respecto a intentar reducir los procesos de oxidacion, se ha estudiado la
coenzima Q10, que es una molécula mitocondrial necesaria en la produccién de
energia de las células. Se ha detectado que en pacientes de ELA esta reducida a
niveles muy bajos comparado con personas sanas, y Se pPropuso como nueva
sustancia terapéutica para tratar la ELA. Ha sido realizado un ensayo clinico por
la Universidad de Columbia y el Centro para ELA de Eleanor y Lou Gehrig. En
este pequefio ensayo participaron 16 pacientes con ELA. A pesar de que se
observé algun discreto beneficio, no resulté significativo estadisticamente y por
tanto no se puede concluir que sea beneficioso. Son necesarios ensayos clinicos
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con un namero mucho mayor de pacientes si se quiere concluir resultados. Lo que

se ha observado es que no tiene efectos secundarios importantes.

Otras dos sustancias (gabapertina y vitamina E) han sido también
propuestas como antioxidantes. En los ratones transgénicos con la SOD1 mutada,
la gabapentina igual que el riluzol, prolongaba la supervivencia de los animales,
pero no afecto significativamente al comienzo de la enfermedad (Gurney y cols.
1996). Por el contrario, la vitamina E disminuy6 el momento del inicio de la
enfermedad y la progresion de ésta, pero no prolongé la supervivencia. Sin
embargo, la gabapentina y la vitamina E no fueron eficaces en los ensayos con
pacientes (Desnuelle y cols. 2001; Miller y cols. 2001).

Otro caso es el de la compafila Northeast ALS Consortium (EEUU)
encargada del estudio del farmaco denominado Celebrex, inhibidor de la
ciclooxigenasa—2. Esta enzima produce prostaglandinas tipo-2 y aumenta los
efectos de los radicales libres. Celebrex ha sido previamente utilizado para el
tratamiento de la artritis. En estudios preclinicos en modelos animales se observa
la prolongacion de la supervivencia, al disminuir la muerte de motoneuronas. El
ensayo se llevard a cabo en un periodo de 12 meses, con un total de 300

enfermos.

Respecto a los estudios relativos a los niveles de glutamato, se realizé un
estudio del compuesto denominado topiramato (nombre comercial Topamax). El
topiramato es un medicamento que se usa habitualmente contra la epilepsia, y
disminuye los niveles de glutamato en el sistema nervioso, tanto en el encéfalo
como en la médula espinal. Ha sido realizado por el Consorcio Noroeste para la
ELA en EEUU. El ensayo comenz6 en julio de 1999 y contd con casi 300

enfermos de ELA pero no tuvo resultados satisfactorios.

Un ensayo todavia sin finalizar sobre los niveles de glutamato, es el caso
de tamoxifén que es un medicamento usado en el tratamiento contra el cancer. Los
médicos de la universidad de Wisconsin-Madison (EEUU) observaron que
enfermos de cancer que tenian ELA, tratados con este medicamento,
estadisticamente vivian mas tiempo. Tamoxifén es un inhibidor de una proteina
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Ilamada “quinasa C”, y provoca que se detengan los efectos toxicos de las altas
concentraciones de glutamato que aparecen en enfermos de ELA. Ademas
ensayos preclinicos en modelos animales han observado el retraso de su muerte.
Este hecho animO a probar esta sustancia para un ensayo clinico contra la

enfermedad.

Por otra parte, se ha observado en ratones transgénicos para ELA, que la
captacion de glutamato por parte de los astrocitos esta disminuida, se supone que
este hecho ocasiona que una gran cantidad de glutamato se acumule en la neurona.
La molécula llamada NAALADasa es capaz de retirar el exceso de glutamato de
la cercania de la neurona, sin interferir en el funcionamiento normal del cerebro.
Por ello, se ha iniciado un ensayo preclinico en ratones transgénicos para ELA,
para averiguar si tiene efectos beneficiosos o no para estos animales. Este ensayo

esta siendo llevado a cabo por la compafiia Guilford Pharmaceuticals Inc.

Respecto a los estudios realizados con sustancias antiapoptoticas, el centro
para ELA de la Universidad de Nuevo Meéxico en EEUU comenzd en el verano de
2001 un ensayo con la denominada minociclina. La minociclina es un antibiotico
de la familia de las tetraciclinas, y es capaz de llegar al sistema nervioso central
tomado por via oral. Existen estudios que demuestran que la proteina llamada
oOxido nitrico sintasa inducible activa la via de las caspasas, y provocan la muerte
de neuronas motoras. La minociclina inhibe la proteina 6xido nitrico sintasa
inducible y la via de las caspasas. Estudios preliminares muestran en ratones

transgénicos que retrasa la evolucion de la ELA.

Otro tratamiento que ha sido estudiado, es el farmaco denominado
indinavir, proteina usada en el tratamiento contra el SIDA. Se observd que en
enfermos de SIDA que tienen ELA se retarda la progresion de ésta al administrar
dicho farmaco. Existen datos preliminares que demuestran que el indinavir puede
intervenir indirectamente interrumpiendo la via de las caspasas (Chavan y cols.
2001). Por esta razén, se inicio6 el ensayo clinico en octubre de 2001 por el Centro
Médico de Beth Israel.
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Finalmente, en los estudios relacionados con factores neurotréficos, que
intentan prolongar la supervivencia neuronal, encontramos el compuesto
denominado xaliproden que posee actividad similar a las neurotrofinas NGF y
BDNF. Se ha demostrado que promueve la regeneracion de nervios en células
musculares humanas, sin embargo, sus propiedades de neuroproteccion no estan
muy claras. El ensayo fue realizado en 2000 pacientes con ELA y los resultados
no fueron positivos. A pesar de que el farmaco fue bien tolerado y mostro
discretos beneficios en la funcion respiratoria, no supera la eficacia del Rilutek.

Estos estudios fueron realizados por la empresa Sanofi-Synthelabo Inc.

Otro caso es el de la compafiia Cephalon, cofinanciada por la Asociacion
de ELA Americana (ALSA) que se encuentra en un ensayo abierto desde el
invierno de 2002. El nombre comercial del farmaco es miotrofina, corresponde al
factor de crecimiento neuronal llamado “IGF-1”. Se ha demostrado que esta
sustancia es fundamental para el desarrollo normal del sistema nervioso, bloquea
las vias de muerte de las neuronas y potencia la conexién de la neurona con el
masculo y su regeneracion. Se ha demostrado que esta sustancia es capaz de
retardar el progreso de la enfermedad por neuroproteccion en estudios preclinicos
en ratones transgénicos para la ELA (Kaspar y cols. 2003). Los ensayos clinicos
previos son contradictorios, ya que los realizados en EEUU han sido favorables,
mientras que los realizados en Europa no. Para resolver dudas se esta realizando

un tercer ensayo clinico que comenzo a principios de este afio.

Otro ensayo preclinico que se estd llevando a cabo por parte de la
compafia Neo Therapeutics, Inc. es el de la denominada neotrofina. La neotrofina
T es una sustancia capaz de regular la produccion de factores de crecimiento
beneficiosos para la regeneracion de las neuronas. Ensayos preclinicos han
demostrado su efecto neuroprotector en enfermedades como ELA, Alzheimer y

neuropatias periféricas.

Por ultimo, otro ensayo que se encuentra abierto es el de la buspirona que
se utiliza como antidepresivo. EI mecanismo de accién es algo desconocido, pero
se conoce que tiene afinidad por los receptores de la serotonina, lo cual provoca la
liberacion de factores de crecimiento neuronal, con efecto neuroprotector como
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NGF o BDNF. Se hipotetiza que la buspirona puede tener efectos beneficiosos a
corto plazo en la respiracion de enfermos de ELA (Bourin y cols. 2002). El

estudio esté siendo realizado por el multicentro para ELA en EEUU.

En los dltimos afios, la utilizacion de factores neurotréficos en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas ha creado gran expectacion. Se
ha podido comprobar su eficacia en determinados modelos animales, pero
desafortunadamente, los resultados obtenidos en ensayos clinicos han sido
descorazonadores. Esta diferencia podria deberse a que los modelos animales no
reproducen exactamente la fisiopatologia de la enfermedad humana, siendo las

divergencias todavia mas acusadas en la biologia nerviosa (Apfel 2002).

Sin embargo existen otras circunstancias que podrian explicar estos
resultados. La administracion del factor neurotréfico en la mayoria de los ensayos
clinicos ha sido sistémica. La concentracion de proteina que penetra en el Sistema
Nervioso Central es muy pequefa, debido a su obligado paso a través de una
restrictiva barrera hematoencefélica. Ademas, la vida media de las moléculas
polipeptidicas es muy corta. En cuanto a la administracion intratecal,
intraventricular e intraparenquimatosa, no se obtuvieron los efectos clinicos
deseados pero si aparecieron efectos adversos. Relacionados, tanto con el
farmaco, como con la técnica utilizada (Moris y Vega 2003). Estos efectos

secundarios extraneuronales pueden estar ocasionados por la dosis.

Ademés, en condiciones fisioldgicas, los factores neurotréficos se
sintetizan de forma continua por células préximas a las neuronas diana,
modificando su concentracion segun el estimulo fisiologico, es decir, de manera

completamente diferente a la utilizada en los ensayos clinicos.

Los ensayos clinicos de momento no han proporcionado solucién a la
enfermedad. Debido a esto, la terapia génica se ha propuesto como posible
solucion a la misma. Tales estudios deben ser realizados previamente en animales
para comprobar su eficacia y seguridad. Existen dos posibilidades hasta el
momento. Una posibilidad es la utilizacién de vectores virales conteniendo genes
que puedan ser utiles en el tratamiento de la enfermedad (Silani y cols. 2001) y
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otra la de la utilizacion de células madre que restauren las funciones motoras,
aunque actualmente no hay nada hecho en este campo (Silani y Leigh 2003). Una
tercera que se propone en el presente trabajo, es la utilizacién de proteinas
especificas de la poblacion neuronal afectada, que lleven la sustancia terapéutica

de forma maés especifica.

2.2. FRAGMENTO C DE LA TOXINA TETANICA.

En los afios 70, se realizaron numerosas experiencias para conocer la
estructura de las subunidades de la toxina tetanica. El estudio por fragmentacion
revel6 ser una aproximacién muy fructifera para la compresion de la relacion
estructura-funcién de la toxina (Price y cols. 1975; Helting y cols. 1977). Estos
trabajos de fraccionamiento, han ayudado a establecer la estructura en tres

dominios modulares de la toxina tal y como la conocemos hoy.

Estructuralmente, la toxina tetanica estd compuesta por dos cadenas. Una
cadena pesada (H, 100kDa) y una cadena ligera (L, 50kDa) unidas entre si por un
puente disulfuro, cuya integridad es fundamental para la neurotoxicidad de la
molécula (Schiavo y cols. 1990; de Paiva y cols. 1993). La estructura de la toxina
revela tres dominios funcionalmente diferentes: la cadena ligera, y los extremos
N-terminal y C-terminal de la cadena pesada. Esta organizacion estructural de la
toxina esta relacionada con el hecho de que la intoxicacién de la neurona se lleve
a cabo en cuatro pasos (Montecucco y cols. 1994; Montecucco y Schiavo 1995):
unién a la membrana, internalizacion, translocacion de la membrana y accion

catalitica de la toxina.

Se ha propuesto que la cadena ligera es la responsable de la actividad
catalitica intracelular de la toxina (Penner y cols. 1986; Poulain y cols. 1988;
Ahnert-Hilger y cols. 1989; Bittner y cols. 1989; Bittner y cols. 1989; Mochida y
cols. 1989; Weller y cols. 1991). El extremo N-terminal de la cadena pesada esta
implicado en la translocacion de la membrana (Hoch y cols. 1985; Donovan y
Middlebrook 1986; Blaustein y cols. 1987; Shone y cols. 1987; Gambale y Montal

1988; Montal y cols. 1992). Por dltimo, el extremo C-terminal de la cadena
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pesada puede subdividirse en dos dominios: el dominio N-terminal del TTC
(TTCy), muy similar a algunas lectinas que se unen a glicoproteinas, y el extremo
C-terminal del TTC (TTCc). Este ultimo, contiene una secuencia aminoacidica
presente en otras proteinas con funciones de reconocimiento y unién a
membranas, tales como la interleukina-1 o el factor de crecimiento de
fibroblastos. Por otra parte, la deleccion de todo o gran parte de la porcion TTCy
parece no afectar la union de la toxina a membranas, no es el caso de la deleccion
de los 10 dltimos aminoacidos del extremo TTCc de la toxina tetdnica, ya que
desaparece la unién a las neuronas de la médula espinal (Halpern y Loftus 1993).
En 1997 quedd demostrada la gran importancia de los ultimos 34 aminoacidos del
TTC y en particular la His-1294, para su union a los oligosacaridos de los
polisialogangliosidos (Shapiro y cols. 1997). Estos datos concuerdan con el
modelo de union de la toxina tetanica a la membrana presinaptica mediante un
doble receptor. Gracias a su dominio TTCy se uniria a una glicoproteina, y a un
polisialogangliosido mediante su porcion TTCc. Esta descripcion queda resumida

en la Figura 2.3.

Punto de ruptura

Cadena L Cadena H
NH @- LSS IS LS
2 Hy, Wik kaman/] HeN
E , L
ormacion .-
del NBhe @i\ Ho-C
LZI NN\
Actividad Traslocacion Union
proteolitica de membrana neuroespecifica

Figura 2.3.- Representacion de los tres dominios de la toxina tetanica.
Posee tres dominios de tamafio semejante (unos 50 kDa). El dominio de la
izquierda es una endopeptidasa Zinc dependiente, la cual permanece
inactiva mientras el puente disulfuro la une al resto de la molécula. La
cadena pesada contiene dos subdominios, responsables de la union a la
membrana neuronal, el transporte y la translocacion.

De particular interés para nosotros es el fragmento C de la toxina tetanica.
El TTC ha sido clonado por PCR basandose en la secuencia conocida de la toxina

tetanica. La proteina sintetizada a partir de este fragmento recombinante guarda la
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capacidad de ligarse a los gangliésidos y a las células neuronales de la misma
manera que si es obtenido por digestion enzimatica (Halpern y cols. 1990).
Gracias al clonaje de este fragmento, ha podido realizarse un estudio preciso de la
region necesaria para el ligamiento mediante mutaciones por deleccion. Asi, como
se ha descrito previamente, se ha puesto en evidencia que el dominio implicado en
la ligacion a los gangliosidos concierne principalmente a los 10 ualtimos

aminoacidos de la parte C-terminal del TTC (Halpern y Loftus 1993).

La caracteristica méas interesante del fragmento C es la propiedad de
transportarse retrogradamente y pasar a través de las sinapsis, conservando las
propiedades de la toxina entera, hecho confirmado por un gran nimero de
estudios (Evinger y Erichsen 1986; Fishman y Carrigan 1987; Manning y cols.
1990; Cabot y cols. 1991; Fishman y cols. 1992; Coen y cols. 1997). Una vez que
el fragmento C de la toxina tetanica es inyectado en un musculo, este puede ser
internalizado al nivel de las terminaciones nerviosas y migrar por via neuronal por
via retrégrada (Bizzini y cols. 1977; Bizzini y cols. 1981; Weller y cols. 1986). A
pesar de que numerosos autores han demostrado su capacidad para atravesar una
sinapsis, en ninguno de los estudios realizados se explica exactamente el
mecanismo de como tiene lugar el transporte retroaxonal ni dicho paso

transinaptico.

Sin embargo, se ha discutido sobre la eficacia del fragmento C de la
toxina tetanica. Por un lado se ha observado que transporte retrogrado de la toxina
tetanica es comparable al de la toxina completa (Morris y cols. 1980), mientras
otros estudios han observado que el transporte del TTC es mucho mas eficaz en el

caso de la toxina (Weller y cols. 1986).

El andlisis del fragmento C de la toxina tetanica, ha mostrado su
caracteristica de no ser toxico, ademas de su capacidad de unirse con una gran
afinidad a los gangliosidos de las membranas neuronales (Bizzini y cols. 1977;
Helting y cols. 1977; Morris y cols. 1980; Bizzini y cols. 1981; Weller y cols.
1986). Del mismo modo que en el caso de la toxina tetanica existe cierta
ambiguedad respecto a la real naturaleza de la unién del fragmento C a los
gangliosidos y a las membranas neuronales. De hecho, a pH &cido (pH=6,0) es
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comparable a la que presenta la cadena pesada de la toxina y la propia toxina
nativa en las mismas condiciones. Por el contrario, la union en condiciones
fisiologicas a las neuronas, es superior en el caso de la toxina que en la del
fragmento C (Weller y cols. 1986). Estos resultados sugieren que las dos cadenas
juntas, contribuyen de manera mas eficaz a la union in vitro o in vivo y
demuestran que no es una caracteristica exclusiva de la parte C terminal de la

cadena pesada.

Otra caracteristica fundamental del TTC es que su transporte retrégrado
parece ser dependiente de la actividad neuronal para poder ser internalizado y
posteriormente transportado (Miana-Mena y cols. 2002). Todas estas
caracteristicas hacen que dicho fragmento haya sido y esté siendo utilizado para

numerosas aplicaciones.

2.2.1. APLICACIONES DEL FRAGMENTO C DE LA TOXINA
TETANICA.

La naturaleza no toxica del fragmento C y sus propiedades de transporte
hacen de esta molécula una herramienta muy interesante desde dos puntos de

vista: aplicacion como trazador neuronal y posible vector en terapia génica.

En lo que respecta a su utilizacion como trazador neuronal, en estudios
preliminares se ha utilizado el fragmento C en solitario como trazador neuronal y
su deteccion ha sido realizada mediante anticuerpos (Evinger y Erichsen 1986;
Fishman y Carrigan 1987; Manning y cols. 1990; Cabot y cols. 1991). Esta
técnica presentaba el inconveniente de su dificil deteccién, de modo que se han
realizado distintas estrategias para solventar este problema. Asi el TTC se ha
fusionado genéticamente a moléculas con actividad enzimatica, de modo que éstas
conserven su actividad y faciliten su deteccion en el Sistema Nervioso Central. La
primera demostracion de tal aplicacion fue el estudio de Bizzini en 1.980 (Bizzini
y cols. 1980), pero posteriores estudios han aportado mas datos sobre el transporte
de enzimas, quimicamente ligadas, hacia el Sistema Nervioso Central. Un ejemplo
es la glucosa oxidasa, que conjugada al fragmento C puede ser transportada a
través del nervio ciatico después de ser inyectada en el masculo gastrocnemio
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(Beaude y cols. 1990). También la peroxidasa (HRP), puede ser transportada a la
motoneurona del Sistema Nervioso Central tras ser inyectada en la lengua o en la
pata de la rata (Fishman y Savitt 1989). Ademas, el paso transinaptico hacia las
terminaciones presinapticas de las neuronas ligadas a las motoneuronas ha sido
también demostrado con el conjugado HRP-fragmento C (Fishman y Savitt 1989).
Més recientemente, mediante fusion génica se demostro que la proteina hibrida 3-
galactosidasa-fragmento C se distribuye en las neuronas del sistema hipoglosal
por transporte retrogrado y transinaptico tras su inyeccion en la lengua de raton,
observando que la actividad enzimatica se mantenia, incluso en los cuerpos

neuronales de las segundas neuronas (Coen y cols. 1997).

Si consideramos el fragmento C como vector de terapia génica, estas
actividades enzimaticas fusionadas también pueden tener una aplicacion
terapéutica, de modo que las moléculas que por si mismas serian incapaces de
acceder al Sistema Nervioso Central, adquieran esa propiedad y puedan ejercer su

funcion.

Estudios in vitro han mostrado como algunas enzimas que intervienen en
desordenes neuroldgicos, fusionadas al fragmento C de la toxina tetanica, pueden
ser (tiles como tratamiento terapéutico. Este es el caso de la pB-N-
acetilhexoamidasa A (Hex-A), implicada en las enfermedades lisosomales
neurodegenerativas, y la enzima CuZn Superoxido Dismutasa (SOD-1), conocida
por su papel neuroprotector en los desordenes neuroldgicos asociados a la
presencia de radicales libres toxicos. Estas enzimas conjugadas con el fragmento
C, en el caso de Hex-A (Dobrenis y cols. 1992) o fusionada genéticamente al
fragmento C en el caso de SOD-1 (Francis y cols. 1995), son capaces de
internalizarse en las células neuronales en cultivo. Para la Hex-A, los resultados
han mostrado que puede restaurar parcialmente la deficiencia de una enzima
lisosomal en las células (Dobrenis y cols. 1992). En el caso de la SOD-1, un
estudio in vivo ha mostrado que la fusion entre SOD-1 y el fragmento C se
distribuye en las motoneuronas del hipogloso mediante transporte retrégrado tras
su inyeccion en la lengua de ratones pero no se conoce si incrementa su funcién

(Figueiredo y cols. 1997).
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Estudios con factores neurotroficos fusionados al TTC han sido realizados
in vitro. En concreto, Bordet y cols. en 2001 (Bordet y cols. 2001), fusionaron
genéticamente el factor denominado cardiotrofina-1 al fragmento C, demostrando
que la molécula mantenia la capacidad de desencadenar respuestas de
supervivencia celular en las neuronas. Futuros estudios demostraran si la fusion

mantiene la capacidad de transporte de estas moléculas.

A partir de la observacion de que las neurotrofinas y la toxina tetanica
presentan una ruta coman en su transporte retrogrado (Lalli y Schiavo 2002), se
realizaron estudios de sus puntos en comun. Asi se ha observado como el
fragmento C de la toxina tetanica es capaz de activar sefiales de supervivencia
neuronal, como es el caso de la activacion de la quinasa Akt en la cascada de
sefiales ERK/Akt, activada a partir de receptores especificos de las neurotrofinas
(Gil y cols. 2003).

2.3. FACTORES NEUROTROFICOS.

La existencia de un factor neurotréfico fue descrita por primera vez en los
trabajos pioneros de los Dres. Rita Levi-Montalcini y Viktor Hamburger que le
valieron el premio Nobel de Medicina (Levi-Montalcini 1987). En dichos
trabajos, se describe por primera vez, la existencia de una sustancia que regula la
supervivencia y maduracion de las neuronas en desarrollo, en el sistema nervioso
periférico. De esos trabajos, se concluye que un factor difunde al espacio
extracelular, produciendo la atraccion y trofismo de las neuronas simpéticas. Este
factor fue denominado factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor,
NGF). Desde entonces hasta nuestros dias, han sido muy numerosos los factores

que han sido descubiertos.

Los factores neurotroficos, de forma similar a las hormonas, hacen llegar
su mensaje al interior celular a través de una interaccion con receptores de
superficie. Dicha interaccion es muy especifica, y en muchos casos requiere la

intervencion de distintas subunidades proteicas. Basandose en sus similitudes
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estructurales y sus interacciones con distintos receptores se pueden agrupar en tres

familias:

e Familia de las neurotrofinas.
e Ligandos de la familia de GDNF (GFLs).

e Familia de las neuroquinas.

2.3.1. FAMILIA DE LAS NEUROTROFINAS.

2.3.1.1. DESCRIPCION DE LA FAMILIA.

Esta familia esta formada hasta el momento por cuatro proteinas: NGF,
Nerve Growth Factor (Levi-Montalcini y Hamburguer 1951), BDNF, Brain
Derived Neurotrophic Factor (Barde y cols. 1982), NT-3, Neurotrophin-3 (Jones y
Reichardt 1990) y NT4/5, Neurotrophin-4/5 (Berkemeier y cols. 1992; Ip y cols.
1992). Las cuatro son codificadas como pre-pro-proteinas con tamafios
moleculares que oscilan entre 31-35 kDa (Seidah y cols. 1996) siendo finalmente
procesadas mediante proteolisis a proteinas de un tamafio de aproximadamente 13
kDa. Todas ellas tienen puntos isoeléctricos muy basicos, propiedad muy inusual
en las proteinas secretadas, lo cual parece servir como proposito en la limitacion
de su capacidad de accién. Ademas, muestran otra caracteristica comun, la
presencia de puentes disulfuro conocidos como “nudos de cistina”, identificados
posteriormente en otras proteinas de secrecion como la familia de TGF-Bs
(McDonald y Hendrickson 1993).

Todas las secuencias de las neurotrofinas en mamiferos estan altamente
conservadas a excepcion de NT-4/5, ocurriendo lo mismo con sus receptores
especificos (TrkA, TrkB y TrkC). Basandose en las secuencias de ambos, se
observo que han coevolucionado a lo largo de la historia de los vertebrados. Esto
hecho sugiere que la evolucién ha ido complementado los cambios al mismo
tiempo en el par ligando receptor (Moyle y cols. 1994; Hallbook 1999). Podemos

observar esta coevolucion en la representacion que se observa en la Figura 2.4.
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Figura 2.4.- Coevolucion de las parejas ligando-receptor en la
familia de las neurotrofinas en vertebrados (Ibanez 1998).

2.3.1.2. MODO DE ACTUACION.

Respecto a su modo de accion, las neurotrofinas se unen a dos clases
diferentes de receptores transmembranales: la familia de receptores tirosina kinasa

Trk (Tropomyosin Receptor Kinase) y el receptor de neurotrofina p75.

Los receptores Trk son glicoproteinas transmembranales de 140 kDa. Son
tirosinas quinasas, de modo que presentan en la zona extracelular multiples
motivos ricos en leucina (LRR1-3), dos clusters de cisteinas (C1,C2) y dos
dominios de inmunoglobulinas (Ig1,1g2), quedando unidas a la membrana por un
simple dominio de membrana. Su sefializacion intracelular es llevada a cabo a
través de tirosinas quinasas. El receptor p75 es también una glicoproteina
transmembranal de 75 kDa. Contiene cuatro repeticiones de cisteinas en el
dominio extracelular (CR1-CR4), siendo unido a través de una cisteina por
palmitoilizacion a la membrana celular. La sefalizacion que induce en el interior
celular se produce a través de interacciones citoplasmaticas (Bibel y Barde 2000)
(Figura 2.5.).
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P75 TrkA,B.C

Figura 2.5.- Estructura de los receptores de la familia de las neurotrofinas.
A la izquierda, el receptor p75 que presenta 4 repeticiones de cisteinas en
el dominio extracelular (CR1-CR4), dominios intracelulares de interaccion
con otras proteinas. A la derecha los receptores Trk que presentan en la
zona extracelular motivos ricos en leucinas (LRR1-3), clusters de cisteinas
(C1,C2) y dominios de inmunoglobulinas (Ig1, 1g2), mientras en la zona
intracelular tiene una actividad tirosina quinasa (Bibel y Barde 2000).

Los receptores Trk, presentan una interaccion especifica con sus ligandos,
de forma que cada neurotrofina tiene su propio receptor. Dicha especificidad por
las distintas neurotrofinas, viene dada por el segundo dominio de
inmunoglobulinas (Bibel y Barde 2000). NGF interacciona unicamente con TrkA
(protooncogen) (Kaplan y cols. 1991; Klein y cols. 1991), BDNF y NT-4 con
TrkB (Squinto y cols. 1991; Escandon y cols. 1994) y NT-3 con TrkC (Lamballe
y cols. 1991). Esta especificidad no es absoluta, ya que en el caso de NT-3, éste
puede interaccionar con TrkA y TrkB. La interaccion por parte de las

neurotrofinas a p75 es inespecifica (Figura 2.6.).
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Figura 2.6.- Especificidad de ligando receptor en la familia de las
neurotrofinas con los distintos receptores Trk y p75NTR (lbanez
1998).

Las neurotrofinas presentan una alta afinidad por las neuronas. Sin
embargo, tanto el receptor especifico Trk, como el inespecifico p75, se unen con
baja afinidad a sus ligandos (Rodriguez-Tebar y cols. 1990). Por tanto, se ha
propuesto que la alta afinidad de las neurotrofinas por las neuronas es debida a
una asociacion entre los dos tipos de receptores: p75 y los Trk (Mahadeo y cols.
1994). Se cree que entre ambos receptores existen también interacciones, se han
propuesto modelos donde el receptor p75 podria funcionar como intermediario

entre las neurotrofinas y los receptores Trk (Figura 2.7.) (Ibanez 1998).

Sin embargo, con excepciéon de las neurotrofinas, para el receptor p75
todos los ligandos conocidos se unen a €l mediante trimerizacion. En el caso de
las neurotrofinas, cuando estas se presentan en su forma de proproteinas, se ha
postulado que interaccionan con p75y no con Trk, a través de la trimerizacion del
mismo (Ibanez 2002). Como hemos descrito, no presenta una actividad catalitica
en la cola citoplasmatica, de modo que Unicamente realiza asociaciones 0
disociaciones con otras proteinas en el interior celular. La secuencia de este
receptor esta relacionada, aunque de forma un poco distante, con dominios de
muerte celular (Chapman 1995; Feinstein y cols. 1995). En concreto, en el caso
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de las proneurotrofinas, se ha descrito como tras interaccionar con el receptor p75
inducen la muerte celular mediante apoptosis (Lee y cols. 2001; Chao y Bothwell
2002).

NGF NGF
l Recgpor p75
Sefiatizacis
Trké l
Cascada desefales ".,hmh ton 14
as( 5 T i >
oo oriladin Sealizadin?

Figura 2.7.- Representacion esquematica de la teoria de accion del receptor
p75 como presentador de las neurotrofinas de ligando al receptor Trk. El
factor neurotréfico NGF modifica la conformacion del extremo N terminal
para interaccionar con los receptores. p75 parece actuar aumentando la
concentracion local alrededor de TrkA.

Este sistema dual permite la induccion de distintas repuestas tras la unién
de las neurotrofinas con los distintos receptores, de modo que la unién con el
receptor p75 induce una respuesta de muerte celular. Mientras, la unién a los
receptores Trk, induce una respuesta de supervivencia celular tras activar una

cascada de sefales especifica.

Cascada de sefiales a partir de los receptores Trk.

La dimerizacion del receptor inducida por las neurotrofinas (Jing y cols.
1992) provoca la fosforilacion especifica de los residuos tirosina localizados en el

dominio intracitoplasmatico (Cunningham y Greene 1998; Friedman y Greene
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1999). La fosforilacion de estos residuos, lleva a una conformacion méas abierta
del receptor, resultando en una trans-fosforilacion y permitiendo el acceso de
substratos a la quinasa. Los residuos de fosfotirosina en los receptores Trk acttan
como sitios de union para moléculas adaptadoras. Como podemos observar en la
Figura 2.8., dos tirosinas en los receptores son especificamente fosforiladas:
Y490 (localizado cerca de la membrana) e Y 785 (localizado en el extremo C-
terminal) (Friedman y Greene 1999). La tirosina Y490 une a la proteina Shc y a la
proteina FRS2. Esto parece marcar la respuesta especifica de las neurotrofinas ya
gue mientras Shc es unido al receptor Trk cuando NT-4/5 activa el receptor, FRS2
hace lo mismo en el caso de NGF y BDNF (Kouhara y cols. 1997; Minichiello y
cols. 1998) (Easton y cols. 1999; Meakin y cols. 1999). La tirosina Y785 induce la
fosforilacion de la fosfolipasa-Cy (PLC-y).

e
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@ —— N Supervivencia

@
T — s @ —[
m . ? MYl FPlasticidad actividad dependiente

Figura 2.8.- Cascada de sefiales intracelular a partir de la dimerizacion del
receptor Trk tras interaccionar con las neurotrofinas. La Tyr 490 activa los
complejos FRS2/SHP-2/Grb2/SOS y Shc/SOS/Grb2. Estos adaptadores activan
las vias Ras/Raf/MEK/MAPK responsable de la diferenciacion y Gab-
1/PI3K/PKB responsables de la supervivencia celular. La Tyr 785 activa PLCy
que a partir de PIP2 forma IP3 y GAG induciendo a la plasticidad celular (Bibel y
Barde 2000).

Tres importantes cascadas de sefializacion parecen ser activadas por los

receptores Trk y sus substratos (Figura 2.8.):
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La activacion de la via Ras/Raf/MEK/MAPK se da a través de un complejo de
moléculas adaptadoras. La fosforilacién de Shc permite la activacion de esta
via (Kaplan y Miller 2000). La proteina Shc fosforilada se une al complejo
Grb2-SOS el cual a su vez activa Ras. Finalmente, la MAP quinasa es
activada por raf y MEK. De un modo similar, FRS2 fosforilado se une al
complejo SHP-2/Grb2/SOS vy activa la via Ras/Raf/MEK/MAPK (Kouhara y
cols. 1997; Wright y cols. 1997; Hadari y cols. 1998). También la proteina
SNT (suc-associated neurotrophic factor induced tyrosine phosporylation
target) parece activar esta via, la cual produce la neurogénesis, aunque el
modo en que lo hace todavia no estd claro (Stephens y cols. 1994). Otras
proteinas también parecen estar actuando, de modo que ayudan a que exista
una fina regulacion de estas respuestas de las neuronas ante los factores

neurotroéficos. Esta via induce a la diferenciacion y crecimiento de las neuritas.

Una segunda via es a través de IRS (insulin receptor substrates IRS-1 and
IRS-2) y Gab-1 (Grb-associated binder-1), proteinas adaptadoras que median
la asociacion y la activacion de PI3K (PI3-quinasa) (Holgado-Madruga y cols.
1997; Yamada y cols. 1997). PI3K estd implicado en la supervivencia
neuronal por activacion de la via PKB/AKT (Franke y cols. 1997) (Crowder y
Freeman 1998) y posterior fosforilacion e inactivacion de la proteina
proapoptética BAD de la familia de Bcl-2 (Datta y cols. 1997). PKB/AKT
también induce la fosforilacion del factor de transcripcion Forkhead el cual
controla la expresion de genes relacionados con la muerte celular como el

ligando Fas (Brunet y cols. 1999).

Una tercera via implica la asociacion de PLC-y con Trk, regulando asi los
niveles intracelulares de Ca®" y con esto la formacién de IP; y DAG a partir de
PIP,. Esta via parece jugar un importante papel en la regulacion de la
secrecion de neurotrofinas, y en la plasticidad de las sinapsis (Canossa y cols.
1997). También ha sido descrito que PLC-yregula la proteina periferina,

filamento intermedio especifico de neuronas (Loeb y cols. 1994).
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Un hecho muy interesante, y especifico de la sefializacion de las
neurotrofinas en las neuronas, es el transporte retrogrado de las sefiales desde el
axon hasta el cuerpo neuronal. Este proceso envuelve la internalizacion de la
neurotrofina y el transporte retrogrado de un complejo ligando-receptor
(Bhattacharyya y cols. 1997; Riccio y cols. 1997). Los mecanismos de transporte
no estan todavia claros, aunque hay evidencias de la sefializacion de endosomas
(Grimes y cols. 1996). No obstante, parece que los mecanismos de sefializacion se
dan de modo més rapido que el transporte de la neurotrofina hasta el cuerpo

neuronal (Senger y Campenot 1997).

La activacion de estas cascadas de sefales lleva finalmente a la

prevencion de la muerte programada y a la diferenciacion celular.

Cascada de sefnales a partir del receptor p75.

La cascada de sefiales que ocasiona la unién de las neurotrofinas a p75 no
estd tan estudiada como en el caso de Trk. Parece ser que las neurotrofinas
provocan la muerte celular a través de p75 en ausencia de los receptores Trk
(Bamji y cols. 1998; Yoon y cols. 1998). Por el contrario, la coactivacion de los
receptores Trk mediada por p75 e inducida por neurotrofinas, inhibe la apoptosis a
través de distintos mecanismos, como por ejemplo, la inhibicién de la interaccion
de p75 con otras proteinas apoptoticas tras interaccionar con Trk (Davey y Davies
1998).

Como puede observarse en la Figura 2.9., las proteinas descritas que

interaccionan con la cola citoplasmatica de p75 son:

- la proteina con dedos de zinc NRIF (neurotrophin receptor interacting factor)
(Casademunt y cols. 1999) parece que directamente interacciona con p75y se
transloca al nacleo activando la transcripcion de genes relacionados con la
muerte neuronal.

- la proteina de dedos de Zn SC-1 (Scwan cell factor-1), que se transloca el

nucleo e inhibe el ciclo celular (Chittka y Chao 1999).
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la proteina NRAGE (neurotrophin receptor interacting MAGE), que parece
detener el ciclo celular ademas de impedir la interaccion de p75 con el
receptor Trk (Salehi y cols. 2000).

la proteina NADE (p75 NTR associated cell death executor) que induce la
muerte neuronal (Mukai y cols. 2000).

p75 activa constitutivamente la proteina GTPasa RhoA (Yamashita y cols.
1999) relacionada con el crecimiento de la neurita, de modo que cuando las
neurotrofinas interaccionan con este receptor, se desactiva esta proteina.

las proteinas de la familia de TRAFs y la proteina FAP-1 parecen asociarse a
p75, de modo que finalmente acaban activando NF-xB (Irie y cols. 1999). La
activacion de esta proteina estaria relacionada con la supervivencia neuronal,
lo que contradice el hecho de que p75 induzca la muerte programada en la

neurona.
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Figura 2.9.- Cascada de sefiales producida por la activacion del receptor
p75 tras interaccionar con las neurotrofinas. La activacion de p75 induce
a la posterior activacion de NRIF, NRAGE y NADE que inducen la
muerte celular. NRAGE y NRIF al igual que SC-1 estan envueltas en la
parada del ciclo celular. La GTPasa RhoA induce el crecimiento de las
neuritas. TRAFs y FAP-1 activan el factor de transcripcion NF-kb(Bibel y
Barde 2000)
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En la bibliografia consultada, no se explica claramente todos los efectos de
las cascadas activadas por p75. Algunos efectos observados son, la induccion de
caveolina, produciendo la hidrolisis de la esfingomielina, (Bilderback y cols.
1997) (Bilderback y cols. 1999), o la induccion de apoptosis a traves de la
activacion de caspasas, Bax/Bad, Bcl-2 y Bcl-xL, interviniendo también la
proteina p53 y p73. Hasta el momento, los mecanismos de relacion entre p75 y
estas proteinas no estan claros (Coulson y cols. 1999; Soilu-Hanninen y cols.
1999; Pozniak y cols. 2000).

2.3.1.3. ESTUDIOS FUNCIONALES DE LAS NEUROTROFINAS.

Como hemos introducido en el capitulo anterior, las funciones atribuibles a
esta familia son de tres tipos: supervivencia neuronal, modulacion de la
neurotransmision y efecto en el desarrollo del Sistema Nervioso Central. Aunque
los primeros estudios realizados fueron sobre neuronas en desarrollo, el efecto de
rescatar neuronas en apoptosis ha sido ampliamente estudiado. Un resumen de la
actuacion de las neurotrofinas sobre las distintas poblaciones neuronales puede

observarse en la Tabla 2.2. (Fiszman 2003).

Numerosos estudios han sido realizados para poder llegar a conocer el

efecto de dichos factores sobre los distintos tipos celulares.

Una de las propiedades mas estudiadas de las neurotrofinas es su
capacidad en mantener vivas la subpoblacién de neuronas sensoriales. De hecho,
fue asi como BDNF fue identificada y purificada, al observar esta capacidad sobre

neuronas que no respondian a NGF (Barde y cols. 1982).

La mayoria de los estudios han sido realizados en las neuronas sensitivas,
méas que en las motoras. Los ganglios de la raiz dorsal (DRG) han sido muy
utilizados para establecer las propiedades de cada una de las neurotrofinas.
También se han utilizado animales modelo para el estudio del efecto de los
distintos factores neurotroficos. Los estudios se han basado tanto en mutaciones
de las propias neurotrofinas como de los receptores asociados a ellas. Se ha
observado que en ratones con el gen TrkA o el gen NGF mutado, no aparecen las
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neuronas sensoriales de tamafio mas pequefio y de tamafio medio. Esto
corresponde a todos los axones sin mielina y al 50% de los que contienen mielina,
observandose una pérdida de sensibilidad a procesos de dolor. En el caso de
ratones mutantes para el gen NT-3, se observa una gran pérdida de neuronas del
DRG, incluyendo la pérdida de la innervacion aferente de motoneuronas de la
médula espinal (Snider 1994). Por otra parte, en los animales knock out para
BDNF, no se detectan mecanorreceptores, mientras para NT-4/5 carecen de
receptores foliculares (Carroll y cols. 1998). Los estudios de las cuatro
neurotrofinas en distintos animales modelo muestran una pérdida muy especifica
de innervaciones sensoriales periféricas dependiendo de la neurotrofina que se

encuentra bien mutada o ausente.

Neurotrofinas Poblaciones Neuronales

NGF Colinérgicas del Cerebro Basal Anterior
Cerebelares de Purkinje

Simpaticas y Sensoriales

BDNF Mesencefalicas Dopaminérgicas
Colinérgicas del Cerebro Anterior
Motoneuronas
Granulares del Cerebelo
Ganglionares de la Retina

Ganglio Sensorial y Nodoso

NT-3 Locus Coeruleus
Cerebelares de Purkinje
Motoneuronas

Simpaticas y Sensoriales

NT-4/5 Motoneuronas
Sensoriales
Granulares del Cerebelo

Estriatales

Tabla 2.2.- Poblaciones neuronales sobre las que las neurotrofinas

presentan efecto en ratones.
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En el caso de las neuronas de los ganglios simpaticos, se ha observado
mediante estudios con anticuerpos para NGF que este factor es necesario para la
supervivencia de algunas de ellas (Levi-Montalcini y Booker 1960). Estos
estudios han sido reforzados con los realizados sobre animales knock out para
NGF y TrkA (Fagan y cols. 1996). Con estudios similares, se ha observado que
también NT-3 es necesario para mantener la supervivencia en ciertas
subpoblaciones de los ganglios simpaticos, y que este efecto lo realiza a través del
receptor TrkA, en lugar del receptor TrkC (Wyatt y cols. 1997). Pero no
solamente estas neurotrofinas ejercen una funcién de supervivencia, sino que
también inducen a la diferenciacion neuronal, observandose que NT-3 cuando
interacciona con TrkC en esta subpoblacién neuronal, induce a la diferenciacion
en neuronas colinérgicas (Brodski y cols. 2000). En el caso de NGF, al
interaccionar con TrkA, promueve la diferenciacién en neuronas adrenérgicas
(Brodski y cols. 2000). Se observa como la sefializacion a partir de dos receptores

distintos en la misma célula, induce a diferentes diferenciaciones.

Por otro lado, y en estudios realizados sobre el Sistema Nervioso Central,
se ha observado que en ratones con mutaciones en el gen TrkB o en el gen TrkC
existe muerte celular en el hipocampo y el cortex cerebral (Minichiello y Klein
1996; Alcantara y cols. 1997). En el caso de ratones knock out para BDNF existe
una reduccion en el numero de neuronas presentes en el cerebelo (Schwartz y
cols. 1997). No obstante, no esté claro si este efecto de pérdida neuronal es debido
a la propia mutacién del gen, o al efecto masivo y temprano que dichas
mutaciones ejercen en el Sistema Nervioso Periférico. Otros estudios mas
recientes han mostrado que el Sistema de sefializacion de TrkB parece esencial en
el Sistema Nervioso Central adulto. Utilizando mutaciones en TrkB inducibles en
estadios postnatales, observaron unas claras reducciones en el tamafio del cortex
cerebral causadas por la disminucion del tamafio de las neuronas, el nimero de

éstas y el tamafio de sus dendritas (Minichiello y cols. 1999) (Xu y cols. 2000).

También se han realizado estudios seccionando el nervio, y se ha
observado que la supervivencia de algunas neuronas depende de neurotrofinas. En
concreto, las células del ganglio retinal mueren tras la seccion del nervio éptico,
siendo rescatadas una significante proporcion tras la administracion de BDNF o

49



2. Revisién bhibliogréafica

NT-4/5 (Sawai y cols. 1996). En el tracto corticoespinal, trabajos recientes
indican que el BDNF enddgeno, es esencial para prevenir la muerte de una
proporcion significativa de las neuronas axotomizadas. El efecto contrario
muestra NT-3 end6geno, que causa la muerte de estas neuronas (Giehl y cols.
2001).

Finalmente, en el caso de las motoneuronas, poblacion de interés en este
trabajo, ha sido demostrado in vitro que excepto NGF, los factores BDNF, NT3 y
NT4/5 son necesarios para la supervivencia de las mismas, incluso a
concentraciones del orden de picomoles (Sendtner y cols. 1992; Henderson y cols.
1993; Hughes y cols. 1993). Sin embargo, en el caso del Sistema Nervioso Central
la actuacion de las neurotrofinas en la supervivencia neuronal no esta tan clara. La
determinacion de sus efectos ha sido mas complicada, debido a la dificultad de
encontrar poblaciones homogeneas de neuronas en este tejido. Asi en el caso de
ratones knock out de BDNF o NT-4/5 no se encontrd ningun descenso en el
namero de motoneuronas de la medula espinal (Liu y cols. 1995), ni tampoco en
la retina (Cellerino y cols. 1997). Los estudios son contradictorios ya que en el
caso de BDNF, se ha descrito su capacidad de mantener la supervivencia de las
motoneuronas al tratar ratas previamente lesionadas con fibroblastos expresando
el factor neurotréfico. Lo que parece demostrado es que mantiene la supervivencia

pero no induce al crecimiento axonal (Lu y cols. 2001)

La observacion de que las neurotrofinas son capaces de inducir la muerte
de las células durante el desarrollo es bastante reciente, y todavia no se conocen
exactamente los mecanismos del papel bioldgico que juega el receptor p75.
Experimentos con cultivos de oligodendrocitos han mostrado que con el paso del
tiempo, expresan p75 e inducen a muerte celular por la adicion de NGF (Casaccia-
Bonnefil y cols. 1996). Por otra parte, se ha observado, que la sobreexpresion de
p75 en ratones transgénicos causa la muerte de un gran niamero de neuronas en el
Sistema Nervioso Central (Majdan y cols. 1997). Ademas, en animales donde p75
estd mutado, la muerte programada celular estd reducida (Frade y cols. 1996;
Frade y Barde 1999). Similares resultados han sido descritos en el caso de BDNF

tanto en modelos animales como en cultivos (Bamji y cols. 1998).
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Otro hecho muy interesante, es que las neurotrofinas, en su forma de
proneurotrofinas, parecen ser activas y tener una alta afinidad por p75, activando
sefiales de muerte celular. Esto ha sido demostrado para la neurotrofina NGF pero

parece ser extensible a todas las neurotrofinas y GDNF (Chao y Bothwell 2002).

Existen otros estudios en que el papel de p75 no esta tan definido. En
ratones knock out para p75, se ha observado que existe un menor nimero de
motoneuronas en la médula espinal y en el ganglio de la raiz dorsal (Lee y cols.
1992; Lee y cols. 1994; Stucky y Koltzenburg 1997; Wiese y cols. 1999). Sin
embargo, esta reduccion podria ser una consecuencia indirecta de que la
elongacion axonal en estas neuronas se encuentre retardada, y por tanto, retarde el
acceso de las mismas a las células que secretan los factores neurotroficos para su

desarrollo adecuado (YYamashita y cols. 1999),.

Otra de las funciones atribuidas a las neurotrofinas, es la regulacion del
crecimiento de las dendritas y los axones. En ratas adultas, cuando se administra
NGF directamente, las dendritas de las neuronas del sistema periférico aumentan
de tamario, disminuyendo cuando se aplican anticuerpos contra el mismo (Ruit y
cols. 1990). Este hecho ha sido demostrado también en neuronas piramidales, al
aplicarles BDNF, NT-3 o NT-4/5 (McAllister y cols. 1995). Sin embargo, los
efectos combinados de estos factores sobre el crecimiento de las dendritas pueden
Ilegar a ser antagonistas, como ha sido demostrado en el cortex cerebral cuando se
aplican BDNF y NT-3 (McAllister y cols. 1996).

Las neurotrofinas no controlan Unicamente el crecimiento de las dendritas,
sino también el ndmero de sinapsis y la eficacia de la transmision sinaptica.
Experimentos, en los que se utilizaron distintas dosis de NGF, mostraron una
rapida regulacion en la intensidad y el namero de pulsos presinapticos (Nja y
Purves 1978). Ratones transgénicos, sobreexpresando BDNF en neuronas
simpaéticas, mostraron un aumento en el nimero de sinapsis, mientras en ratones

knock out para el mismo gen se produjo un descenso (Causing y cols. 1997).

Si pensamos en la utilizacion de las neurotrofinas como tratamiento de
enfermedades humanas, de especial interés son sus efectos sobre el
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comportamiento. Los ratones knock out para las neurotrofinas son letales cuando
estan en homocigosis. Sin embargo, investigaciones con animales en heterocigosis
0 en ratones knock out condicionales, han comenzado a revelar interesantes
resultados en el campo del comportamiento. Estos ratones condicionales
desarrollan con el tiempo problemas en el aprendizaje del espacio, tipicas de
lesiones a nivel de hipocampo (Minichiello y cols. 1999; Xu y cols. 2000). En
animales heterocigotos para el gen BDNF, se observaron también déficits en el
aprendizaje (Linnarsson y cols. 1997), acompafiado de una ganancia de peso en
estadios tempranos de edad y desarrollando a la vez un aumento en la agresividad

e hiperfagia, (Lyons y cols. 1999; Kernie y cols. 2000).

La presencia de agresividad se ha relacionado con deficiencias
serotoninérgicas, ya que tratandolos, la agresividad desciende (Mamounas y cols.
2000). Respecto a la ganancia de peso, parece estar relacionado con la expresion
de TrkB y BDNF en ndcleos de la saciedad del hipotalamo. Tratamientos por
infusion de BDNF, asi como de NT-4/5 durante 6 dias, han mostrado pérdidas de
peso de un 30 %, relacionado por la disminucion en el tamafio de los adipocitos.
Tras 90 dias finalizado el tratamiento los ratones pueden recuperar el peso normal
(Bibel y Barde 2000).

Por ahora, existen estudios que demuestran que BDNF esta implicado en
un complejo patron de comportamientos. Los knock out condicionales podrian
mostrar en un futuro el amplio rango de acciones de las neurotrofinas en el

Sistema Nervioso Central de los ratones adultos.
Por altimo, y debido a que en el presente trabajo hemos utilizado la

neurotrofina BDNF, hemos considerado conveniente el realizar un apartado

especifico para la misma.
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2.3.1.4. BRAIN DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR (BDNF).

Caracteristicas generales.

El factor neurotrofico Brain Derived Neurotrophic Factor, denominado
BDNF, fue aislado por primera vez por Barde,Y.A. en 1.982 (Barde y cols. 1982)
a partir de cerebro de cerdo. Observaron que mantenia la supervivencia en
neuronas sensoriales de embriones de pollo y el crecimiento de dendritas, al igual
gue NGF. Sin embargo, fueron necesarios varios afios hasta su caracterizacion en
la especie humana por técnicas moleculares (Leibrock y cols. 1989).
Determinaron que BDNF contiene 120 aminodcidos y presenta una alta
homologia (54 %) con NGF.

La localizacion del gen de BDNF en humano fue descrita posteriormente
por Maisonpierre y cols. en 1.991 (Maisonpierre y cols. 1991). La secuencia de la
forma madura de BDNF, en todas las especies mamiferos, estd muy conservada,
asi como su distribucién en los distintos tejidos. Los codigos de acceso de la
secuencia del gen y de su secuencia proteica en la base de datos son: GI=179406;
AAA96140.1; GI=203124; AAAB3483.1.

Como hemos comentado anteriormente, todas las neurotrofinas son
generadas como precursores denominados pre-pro-neurotrofinas, posteriormente

son procesados mediante proteolisis a una forma que denominaremos madura.

El gen de BDNF de rata, que junto al de raton es el mejor caracterizado
actualmente, consta de cuatro exones en el extremo 5" que contienen su propio
promotor. Todos ellos son combinados con el exén del extremo 3" que codifica
para la pre-pro-proteina correspondiente a 249 aax (Figura 2.10.) (Timmusk y
cols. 1994; Timmusk y cols. 1995).
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1 MTILFLTMVI SYFPGCMEAAP MERANVHGDG NLAYPAVRATH GTLESVHGPR
61 LADTEFEHVIE ELLDEDQKVE PNEENHKDAD LYTSRVMLSS QVPLEPPLLF
121 AANMSMEVEE HSDPARRGEL SVCDSISEWV TAADKKTAVD MSGGTVIVLE
181 QYFYETHCWP MGYTKEGCRG IDKRHWHSQC RTTQSYVRAL TMDSKERIGW

241 CTLTIEKRGR

Figura 2.10.- Secuencia codificante de la proteina formada por una
secuencia de 18 aax y otra de 113 aax que serdn proteolizadas en
posteriores procesos de posttraduccion (Lessmann y cols. 2003).

Los 18 aax de la secuencia pre- son eliminados al entrar la proteina al
reticulo endoplasmatico obteniéndose la forma de proproteina de 231 aax (32
kDa). La transicion por proteolisis a la forma madura de 118 aay (14 kDa), se
produce posteriormente. Esta secuencia es un péptido de sefializacion, dirige la
sintesis de la proteina hacia los ribosomas unidos al reticulo endoplasmatico,
provocando la internalizacion de la proteina recién sintetizada al interior del
mismo tal y como puede observarse en la Figura 2.11. donde es eliminada
(Halban y Irminger 1994; Merighi 2002). Espontdneamente, en el interior del
reticulo, las proneurotrofinas pueden formar homodimeros no unidos
covalentemente e incluso heterodimeros con otras proteinas. Posteriormente, las
proneurotrofinas son transportadas a través del reticulo endoplasméatico mediante
vesiculas no asociadas a clatrina hacia el &rea trans del aparato de Golgi donde
son fusionadas. En estas vesiculas, pueden ir solas o acompafiadas de otros
neuropéptidos (Merighi 2002). A partir de aqui dos posibles vias de secrecion por
formacién de vesiculas se han observado para la secrecion de BDNF, y
posiblemente para todas las neurotrofinas. Una via independiente de Ca*, en la
que se forman pequefas vesiculas de 50-100 nm. de diametro, que finalmente son
fusionadas a la membrana plasmatica liberando su contenido. Esta es una via
constitutiva presente en todas las células (Harter y Reinhard 2000). Otra via de
secrecion dependiente de Ca®*, donde se forman vesiculas mayores, de 100-300
nm. de diametro. Las vesiculas en este caso se fusionan a la membrana plasmatica

en sitios especificos de la membrana ricos en colesterol (Lang y cols. 2001).

En la matriz de la membrana celular, la forma de proBDNF es procesada
dando lugar a la forma madura. Es necesaria la N-glicosilacion en el prodominio y
la sulfatacion de estos oligosacaridos N-glicosilados (Mowla y cols. 2001). La

proteolisis de los prodominios es realizada por las denominadas convertasas de
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pro-proteinas: PC1/3, PC2, PC4, PC5/6, PC7, PACE4 (paired basic amino acid
cleaving enzyme 4) y furina (Khatib y cols. 2002).

Sintesis, almacenamiento v secrecion de BDNF
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Figura 2.11.- Ruta intracelular desde la sintesis hasta la secrecion de BDNF.
El mRNA es traducido en el reticulo endoplasmético (ER) y transportado al
aparato de Golgi. En la zona trans del Golgi (TGN) es procesado por
convertasas y partir de él puede seguir dos vias de secrecion: una constitutiva
y otra regulada por calcio. Pueden escaparse algunas vesiculas conteniendo la
forma del propéptido (Lessmann y cols. 2003).

En el procesamiento postranscripcional de BDNF se obtiene tanto la
proneurotrofina de BDNF de 32 kDa (debido a que no toda la proneurotrofina es
procesada) y la forma madura de 14 kDa. Sin embargo, la secrecion de la forma
de proproteina todavia no estd claramente demostrada (Lessmann y cols. 2003).
Se ha descrito recientemente que también se produce una forma de 28 kDa, que no
parece ser un intermediario del procesamiento hacia la forma madura de la que no

se conoce todavia su actividad biolégica (Mowla y cols. 2001).

Tras la secrecion, BDNF se une a sus receptores Trk y p75 como ha sido
descrito anteriormente. El complejo receptor-ligando es endocitado y transportado
retrogradamente desde el axon al soma de la neurona donde puede activar la
cascada de sefializacion intracelular que promueve la supervivencia de las

neuronas (Figura 2.12.) (Heerssen y Segal 2002).
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Ademas de esta ruta retrograda, se ha descrito una ruta anterégrada en
regiones especificas del cerebro, de forma que BDNF puede presentar acciones
autocrinas o paracrinas, dependiendo de donde se exprese su receptor especifico
TrkB (Altar y DiStefano 1998). Otro proceso interesante en la secrecion de esta
neurotrofina, es la re-exocitosis por parte de las neuronas del ligando una vez que
este ha sido endocitado, sin necesidad de pasar por el aparato de Golgi (Butowt y
von Bartheld 2001; Weible y cols. 2001).
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Figura 2.12.- En el panel superior, puede observarse el transporte retrégrado de
BDNF a través de las neuronas. El factor neurotréfico, unido a su receptor,
ejerce su funcién desde la membrana plasmatica o vesiculas mientras es
transportado retrogradamente. En el panel inferior, puede observarse el
transporte anterogrado de BDNF a través de las neuronas. El factor neurotréfico
es transportado por el axén hacia la neurona con la que conecta.

Numerosos estudios se han ocupado de la regulacion de la secrecién de
esta molécula. Se ha demostrado que la secrecion de BDNF estd modificada por
variaciones en la estimulacion eléctrica de la neurona, asi como por la accién de
hormonas, neurotransmisores y dafios en la misma (Murer y cols. 2001). Existen
estudios que demuestran que el propio BDNF, autorregula su expresion,

incrementando los niveles intracelulares de Ca®" e induciendo la activacion de la
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misma. Sin embargo, también se ha demostrado que una exposicién prolongada a
BDNF parece disminuir la expresion de TrkB lo cual es una forma de regulacion
negativa de su actividad (Knusel y cols. 1997). Otro modo de regulacion negativa
de la actividad de BDNF, es su union a formas de TrkB que no contienen cola

intracitoplasmatica (Eide y cols. 1996; Ninkina y cols. 1996).

La determinacion de la expresion de BDNF en el Sistema Nervioso
Central en adultos no ha sido facil. Por una parte, presenta bajos niveles de
expresion, y por otra, porque la exposicion de sus epitopos ante los anticuerpos
que se usan para reconocerlo depende de su localizacién subcelular (Murer y cols.
2001).

La distribucion de BDNF ha sido estudiada tanto a nivel proteico,
mediante inmunohistoquimica, como a nivel de mRNA. Los estudios de
localizacion de mRNA permiten determinar, donde se esta expresando y a nivel
proteico donde se encuentra. Sin embargo, ademas de los dominios de expresion
de BDNF, es muy importante conocer donde se expresa TrkB para conocer donde
actta (ver Tabla 2.3.) (Murer y cols. 2001).

En humanos y roedores, se ha descrito la coexpresién de BDNF y TrkB en
las neuronas piramidales del cortex cerebral y del hipocampo, determinada por la
alta inmunoreactividad en estos tejidos a nivel de proteina y de mRNA (Murer y
cols. 2001). Se ha sugerido la existencia de una interaccion a nivel autocrino y
paracrino (Kokaia y cols. 1993). Las interneuronas corticales y del hipocampo, en
roedores, expresan TrkB pero no BDNF, lo que sugiere que BDNF producido por
las neuronas piramidales corticales actla sobre estos circuitos locales (Marty y
cols. 1997). Ademas, se ha observado un transporte anterégrado es estos tejidos
(Murer y cols. 2001).

En el claustrum se ha descrito la presencia de BDNF y TrkB en forma de
proteina y de mRNA (Phillips y cols. 1990; Benisty y cols. 1998; Murer y cols.
2001). En el caso de las amigdalas se ha observado también en roedores pero no
en humanos, la presencia de TrkB tanto a nivel de proteina como de mMRNA
(Phillips y cols. 1990; Conner y cols. 1997; Murer y cols. 2001).
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Region del Sistema Nervioso Central TrkB BDNF
mRNA Proteina| mMRNA Proteina

Neuronas piramidales del cortex. + + + +
Hipocampo. + + + +

Claustrum. + + + +

Amigdala. _ _ + +

Neuronas colinérgicas del septum y de la + + _ +

base del tronco del encéfalo
Neuronas dopaminérgicas de la sustancia + + - +
negra.

Tabla 2.3. Localizacion de la proteina y mRNA de BDNF y TrkB en distintas
regiones del S.N.C. de humanos

En las neuronas colinérgicas del nucleo basal de Meynert, del septum y de
la base del tronco encefalico, no se ha observado expresion de BDNF a nivel de
mRNA, aunque si de TrkB, lo que parece indicar que reciben la sefializacion
desde neuronas aferentes. El factor neurotrofico BDNF seria aportado desde el
cortex cerebral y el hipotdlamo (Benisty y cols. 1998; Murer y cols. 1999; Murer
y cols. 2001).

Respecto a las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, se observa
una fuerte inmunoreactividad de TrkB y BDNF, pero sin embargo, no existe
expresion de mRNA de BDNF. Este Gltimo es aportado a la sustancia negra desde

zonas inferiores al tronco encefélico (Murer y cols. 2001).
En el caso de la distribucion de BDNF en el cerebelo, existen

discrepancias en los estudios realizados, como la presencia 0 no en algunos

estudios de BDNF en las células de Purkinje (Murer y cols. 2001).
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Ha sido descrito como BDNF mantiene la supervivencia de las
motoneuronas, subpoblacion de interés en este trabajo (Henderson y cols. 1993).
Henderson y colaboradores, observaron como el mMRNA de BDNF se encontraba
presente en la médula espinal y en tejidos musculares, asi como la expresion de
TrkB en las motoneuronas. Realizaron estudios de supervivencia neuronal en
cultivos de motoneuronas, comprobaron que BDNF mantenia la supervivencia de

éstas durante tres dias.

Hemos descrito previamente las vias de sefalizacion para el
mantenimiento de la supervivencia neuronal. Una de las rutas propuestas para
realizarla por parte de las neurotrofinas, ha sido la activacion de la familia de
proteinas IAP (inhibitor of apoptosis protein). Esta proteina bloquea la actividad
de las caspasas 9 y 3, inhibiendo de este modo la ejecucion de la apoptosis
(Sendtner y cols. 2000).

Este efecto, de inhibicion de la apoptosis y mantenimiento de la
supervivencia en las motoneuronas, presenta a BDNF como un buen candidato

para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas de las motoneuronas.

BDNF en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

BDNF presenta un potente efecto de promocion de la supervivencia
durante el desarrollo de las motoneuronas tanto in vitro (Henderson y cols. 1993)
como in vivo (Koliatsos y cols. 1993). Este mismo efecto, también es observado
tras la axotomizacion de nervios (Yan y cols. 1992; Yan y cols. 1993; Li y cols.
1994). También aumenta la actividad acetilcolintransferasa en cultivos de
motoneuronas (Wong y cols. 1993), asi como la actividad y maduracion de las
sinapsis neuromusculares in vitro (Lohof y cols. 1993; Wang y cols. 1995). Sin
embargo, aunque se han observado efectos de supervivencia promovidos por
BDNF en la médula espinal, cuando se realizan cultivos de motoneuronas
procedentes del cortex cerebral se producen procesos de necrosis (Koh y cols.
1995). Como puede apreciarse, los efectos de las neurotrofinas y en este caso de

BDNF, parecen variar de neuroproteccion a induccion de muerte celular,
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dependiendo del tipo neuronal, el tipo de receptor y el modelo experimental
utilizado.

En nervios periféricos intactos, los niveles de BDNF son bajos, pero se ha
demostrado que cuando son dafiados, la produccion de mRNA aumenta a nivel de
musculo y de nervios distales. Estos datos sugieren que BDNF participa en la
regeneracion de las motoneuronas (Meyer y cols. 1992; Koliatsos y cols. 1993).
Del mismo modo, dafios en los nervios de los animales adultos reducen la
actividad colinacetiltransferasa de los mismos (Friedman y cols. 1995). El
tratamiento con BDNF ha mostrado prevenir la pérdida de la actividad
colinacetiltransferasa, de modo que inyecciones intratecales aumentan la
supervivencia, el tamafio celular, la expresion de la enzima colinérgica y el

crecimiento axonal (Kishino y cols. 1997; Wang y cols. 1997).

Su efecto sobre las motoneuronas también ha sido puesto de manifiesto en
algunos modelos animales de enfermedades de la motoneurona, en los que frena
la progresion de la debilidad, aunque el mecanismo de accion no esté totalmente
aclarado (Mitsumoto y cols. 1994; Ikeda y cols. 1995). Existen estudios in vitro
que han mostrado que el mantenimiento de la supervivencia de las motoneuronas
por BDNF se debe a la inhibicion de la expresion de la 6xido nitrico sintasa
(nNOS), enzima encargada de la eliminacion de NO de la célula (Estevez y cols.
1998). EI NO no eliminado tiene la capacidad de reaccionar con radicales
superoxido, generando peroxinitrito y facilitando la formacién de compuestos de
nitrotirosina, y por tanto, induce a la posterior apoptosis de las neuronas. Estos
datos justificarian la observacion de la disminucion de nNOS en modelos
animales MND (“motor neurone diseases”) tras la administracion de BDNF
(Novikov y cols. 1995; Novikov y cols. 1997). Todas estas evidencias apoyan el
potencial terapéutico de la utilizacion de BDNF en enfermedades que afectan a las

motoneuronas en el ser humano.
Algunos estudios han relacionado a las neurotrofinas, principalmente NGF
y BDNF, con la enfermedad del Alzheimer. En concreto, se ha observado en

pacientes con esta enfermedad una disminucion de los niveles de BDNF en las
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regiones neocorticales e hipocampales (Phillips y cols. 1991; Narisawa-Saito y
cols. 1996).

También en el caso de la Neuropatia Diabética se han realizado ensayos
clinicos con BDNF, pero en fase | y Il, sobre 21 pacientes no se han observado

efectos (Wellmer y cols. 2001).

Para la enfermedad de la Esclerosis Lateral Amiotrdfica, se realizaron
ensayos clinicos en fase | y Il, con BDNF, que involucraron un total de 283
pacientes. ("A controlled trial of recombinant methionyl human BDNF in ALS:
The BDNF Study Group (Phase I11)" 1999). Los pacientes, de una forma méas o
menos generalizada, toleraron bien las inyecciones conteniendo BDNF, a
excepcioén de ciertas reacciones en los puntos de inyeccion, y en algunos casos,
ciertos sintomas gastrointestinales. Tras seis meses de estudio, se observé menor
pérdida en la funcion respiratoria en los pacientes tratados, frente a los que habian
tomado el placebo. Tras nueve meses de estudio, la supervivencia en los pacientes
tratados fue superior a los no tratados, aunque esta diferencia no fue significativa.
Basandose en estos resultados tan esperanzadores, se procedié a los ensayos
clinicos en fase Ill. Este estudio involucr6 a 1.050 pacientes con E.L.A.
Lamentablemente, los resultados no fueron los deseados, ya que los pacientes en
el grupo placebo no mostraron diferencias con el grupo tratado, no observandose

diferencias ni en la supervivencia, ni en la funcién pulmonar.

Tras estos resultados, algunos investigadores propusieron la aplicacion
directa del factor intratecalmente. Se observd en ovejas que la aplicacion
intratecal de BDNF no atravesaba el parénquima espinal y se acumulaba en las
motoneuronas espinales (probablemente recogido por las raices ventrales y
transportado retrogradamente) (Dittrich y cols. 1996). Se observaba también como
aumentaban los niveles de c-fos al aumentar las dosis aplicadas de BDNF. Tras
realizar los ensayos clinicos, se confirmaron estos hechos al aplicar el factor
mediante una bomba de infusion. La aplicacion fue bien tolerada aunque algunos
pacientes presentaron sintomas secundarios de sequedad en la boca, insomnio y
agitacion a dosis altas (Ochs y cols. 2000). El pequefio numero de pacientes (25

en total) no permitid la obtencion de conclusiones.
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En febrero del 2001, la empresa Regeneron Pharmaceuticals, Inc. informo
del final de los ensayos clinicos, debido a la falta de resultados satisfactorios.
Actualmente no existen ensayos clinicos con BDNF para la E.L.A. No obstante,
se siguen realizando estudios para conocer las causas por las que estos resultados

no fueron satisfactorios (Kalra y cols. 2003).

2.3.2. LIGANDOS DE LA FAMILIA DE GDNF (GFLS).

2.3.2.1. DESCRIPCION DE LA FAMILIA.

Las primeras proteinas purificadas bioquimicamente de esta familia fueron
GDNF, Glial Cell Line Derived Neurotrophic Factor y NRTN, Neurturina (Lin y
cols. 1993; Kotzbauer y cols. 1996). Dichas proteinas fueron aisladas mediante el
estudio de su actividad bioldgica. Posteriormente PSPN, Persefina (Milbrandt y
cols. 1998) y ARTN, Artemina, (Baloh y cols. 1998) fueron aisladas mediante
busqueda por homologia a los anteriores. Estructuralmente las GFLs pertenecen a
la superfamilia de TGF- y contienen siete residuos cisteina. A pesar de su baja
homologia de secuencia, tienen similitudes a los miembros de la familia por
presentar los “nudos de cistina” caracteristicos de la familia, y por actuar como

homodimeros (Ibanez 1998).

Al igual que ocurre en el caso de las neurotrofinas, se ha observado una
coevolucion, mediante estudios filogenéticos, entre los miembros de esta familia y
de sus receptores especificos a lo largo de la historia de los vertebrados (Ibanez

1998) como puede apreciarse en la Figura 2.13.
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— GDNF GFRc-1
—— NTN GFRo-2
GFRo-3

Figura 2.13.- Coevolucion de las parejas ligando-receptor en la familia de
GDNF. A la izquierda, la evolucion de los ligandos, y a la derecha, de los
receptores de los mismos (Ibanez 1998)

2.3.2.2. MODO DE ACTUACION.

Las GFLs son sintetizadas, secretadas y activadas por una gran variedad de
tejidos, uniéndose posteriormente a sus receptores en células especificas. Ayudan
en el desarrollo, supervivencia y diferenciacion de las neuronas en los animales

adultos.

Todos los miembros de la familia son secretados al igual que las
neurotrofinas, de modo que se sintetizan en forma de preproproteina, y son
proteolizados en la secrecion quedando asi activados. Se supone que las GFLs se
unen a proteoglicanos de la matriz celular, para restringir su difusion y aumentar
la concentracion local (Hamilton y cols. 2001). Sin embargo, los mecanismos de

regulacion y secrecion no son muy conocidos actualmente.

Todas las GFLs se unen al receptor RET (Receptor Tyrosine Kinase), el
cual fue descubierto como un protooncogen. Para activar el receptor, las GFLs
deben unirse al mismo tiempo a otra familia de receptores, que son los que
marcan la especificidad de la unién ligando-receptor. Esta es la familia de
receptores denominada GFR-o (GDNF-family receptor-a), los cuales se unen a la
membrana por un puente GPI (glycosilphosphatidylinositol). Existen cuatro

receptores GFR-a diferentes: GFR-al que se une especificamente a GDNF
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aunque también pueden unirse NRTN y ARTN con una especificidad menor;
GFR-a2 que se une especificamente a NRTN, aunque también puede unirse
GDNF con una especificidad menor; GFR-a3 que se une especificamente a
ARTN, aunque también puede unirse GDNF con una especificidad menor y
finalmente GFR-a4: que se une especificamente a PSPN (Figura 2.14.)
(Airaksinen y cols. 1999; Baloh y cols. 2000; Lindahl y cols. 2001; Takahashi
2001)

Los receptores GRF-a suelen estar unidos a la membrana citoplasmatica,
pero pueden encontrarse a veces en forma soluble, al ser liberados de la
membrana por una fosfolipasa 0 proteasa desconocida actualmente (Paratcha y
cols. 2001).

GFRexl

Figura 2.14.- Interacciones entre receptores y ligandos de la familia GFLs.
Cada receptor interacciona especificamente con un receptor e
inespecificamente con el receptor RET (Airaksinen y Saarma 2002).

El receptor RET es una proteina transmembranal, que presenta cuatro
dominios repetidos similares a los de caderina (uno de ellos une iones calcio), en
la zona extracelular, y un dominio tirosina quinasa en la zona intracelular (Figura
2.14.) (Airaksinen y Saarma 2002). El complejo GFL- GFR-a ya formado, se une
al dominio extracelular de RET activando la tirosina quinasa intracelular. Las

GFLs, en forma de dimero, se unen a los receptores GFR-a (en forma dimérica o
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monomeérica), formando un complejo que finalmente interacciona con dos
moléculas de RET, induciendo su homodimerizacion y su autofosforilacion
(Airaksinen y cols. 1999). Los receptores GFR-o. muestran baja capacidad de
asociacion con el receptor RET si no se encuentran formando el complejo con las
GFLs (Eketjall y cols. 1999).

Una vez formado el complejo GFLs-GFRa-RET, se da la
autofosforilacion de la cola citoplasméatica de RET en sus cuatro tirosinas:
Tyr905, Tyrl015, Tyr 1062 y Tyr 1096. Las vias activadas, tras la
autofosforilacion de RET, dependen del estado de los receptores GFR-a en forma
soluble o unidos a la membrana. Asi, cuando GFR-a se encuentra unido a la
membrana (estimulacion in cis) se produce la union y activacion de la proteina
asociada a membrana FRS2 (fibroblast growth factor receptor substrate 2). Sin
embargo, cuando GFR-a se encuentra en forma soluble (estimulacion in trans) se
produce la union y activacion de la proteina solubles Shc (Src-homolgous and
collagen-like- protein), como se puede observar en la figura 2.15 (Airaksineny
Saarma 2002).

Ademas de Shc y FRS2, el receptor RET une otras proteinas como:
DOK4/5 (downstream of tyrosine kinase 4/5), IRS1/2 (insuline receptor substrate
1/2) y Enigma. A partir de todas estas proteinas unidas a la Tyrl062, se
desencadena la cascada de sefiales que anteriormente se han descrito con las
neurotrofinas (Takahashi 2001) : activacion de MAPK (mitogen activated protein
kinase), activacion de PI3-kinase (phosphatidylinositol 3-kinase) y activacion de
PLC-y (phospholipase-y). El destino final de estas cascadas es similar al de las

neurotrofinas.
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Figura 2.15.- Sefializaciones de la familia GFLs: a) estimulacion en cis, los
receptores GFRa se encuentran unidos a la membrana, activandose la actividad
tirosina quinasa y FRS2 b) estimulacion en trans, los receptores GFRa se
encuentran solubles activdndose otras proteinas a través de Shc. Existen otras
proteinas activadas a través de RET pero los mecanismos no estan tan claros
(GRB, PLC-y, IRS1/2, DOK 4/5y Enigma) (Airaksinen y Saarma 2002)
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Han sido descritas otras vias minoritarias de activacion de sefiales
intracelulares independiente de RET por parte de GDNF, representadas en la
Figura 2.16. En este caso, es la activacion de SFK (Src family kinase) y la
subsiguiente activacion de las vias mencionadas: MAPK, PLC-y y P13-kinase para
activar de nuevo CREB vy c-fos relacionados con la supervivencia neuronal (Trupp
y cols. 1999). Esto no ocurre con NRTN-GFRa2 (Pezeshki y cols. 2001). Debido
a que GFRal no deberia poder interaccionar con SFK se postulé la existencia de
un nuevo receptor transmembranal (Airaksinen y Saarma 2002). Recientemente se
ha descrito que NCAM (molécula de adhesion celular) seria el receptor en esta via
(Paratcha y cols. 2003).

2.3.2.3. ESTUDIOS FUNCIONALES.
A continuacion describiremos brevemente algunas de las funciones de esta

familia de factores neurotréficos. Como en el caso anterior, estan relacionadas con

la supervivencia y diferenciacion neuronal.
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Figura 2.16.- Sefalizacion independiente de RET para GDNF.
GDNF puede activar SFK a través de GFRal (Airaksinen y
Saarma 2002).

Se ha observado que ARTN y GFRa3 tienen su accion en la migracion de
las neuronas precursoras del ganglio cervical superior durante el desarrollo
(Nishino y cols. 1999), pero no se ha visto si tienen algin efecto en los animales
adultos. Parece ser que estas neuronas necesitan la quimioatraccion de ARTN
durante el desarrollo para su correcta migracion. En los animales adultos son NGF

y NT-3 los encargados de la supervivencia de este tipo de neuronas (Figura 2.17).

+ Sistema
simptico — - - - _ ]
+Sistema
parasimpitico i ——
Etapa embrionaria Etapa perinatal

Figura 2.17.- Etapas de actuacion de la familia de GDNF en el
sistema simpatico y parasimpético. En la etapa embrionaria ARTN
es necesaria para el desarrollo del Sistema simpatico siendo NGF y
NT3 las responsables tras el nacimiento. En el caso del sistema
parasimpatico, GDNF es necesario en la etapa de desarrollo
mientras NTRN lo es tras el nacimiento (Airaksinen y Saarma
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Del mismo modo, en las neuronas de sistema parasimpatico, se ha
observado que es necesaria la accion de GDNF y GFRal para su correcta
migracion durante el desarrollo. Sin embargo, en el animal adulto son NTRN vy
GFRa2 los necesarios para la supervivencia y mantenimiento de esta poblacion

neuronal (Enomoto y cols. 2000). (Figura 2.17).

Ratones knock out para GDNF, GFRa-1 o RET han servido para tener
mas informacion sobre esta familia. Estos animales pierden las neuronas entéricas
y las células gliales que se encuentran debajo del estdémago, y que derivan de la
cresta neural sacral. Esto demuestra que GDNF interviene en la formacién y
migracion de estas neuronas en el desarrollo (Taraviras y cols. 1999). En el caso
de los ratones knock out para NTRN y GFRa-2, existe Unicamente una minima
pérdida de estas neuronas. Estos resultados indicarian que NTRN interviene en
mantener la supervivencia y el correcto funcionamiento de este tipo neuronal en

los ratones adultos.

Respecto a las neuronas sensoriales primarias, se ha observado in vitro que
la familia de las GFLs es capaz de mantener su supervivencia, pero el papel
fisioldgico in vivo no esta claro (Airaksinen y Saarma 2002). No obstante, GDNF
al igual que BDNF, interviene en la sefalizacion para la supervivencia de
neuronas sensoriales primarias a lo largo del desarrollo (Erickson y cols. 2001).
La mayoria de las neuronas sensoriales de la médula espinal necesitan NGF para
su supervivencia durante el desarrollo, pero tras el nacimiento, deja de expresarse
el receptor TrkA y comienza a hacerlo el receptor RET (Snider y McMahon
1998). GDNF se encuentra presente en las células de Schawnn y en las capas
superficiales de la médula espinal (Jongen y cols. 1999). GFRa-1 y RET son
expresados en una subpoblacién de grandes neuronas mielinizadas mecano-
sensoriales. Estos datos parecen implicar que GDNF mantienen la innervacién
sensorial cutanea (Fundin y cols. 1999). Por otra parte, se ha observado que las
neuronas sensitivas del calor necesitan NTRN para su supervivencia a lo largo del
desarrollo, y en la edad adulta. La ARTN es encontrada en bajos niveles en las

raices de los nervios periféricos.
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En el caso de las neuronas dopaminérgicas, estd demostrado que GDNF y
NTRN son potentes factores en el mantenimiento de su supervivencia. Sin
embargo, solo GDNF promueve el crecimiento y la hipertrofia axonal (Akerud y
cols. 1999). Ambos factores parecen realizar su efecto a través del complejo
GFRa-1-RET, el cual se encuentra presente en este tipo de neuronas, tanto en el
desarrollo, como en las neuronas adultas. Sin embargo, parece que no es esencial
su sefializacién a lo largo del desarrollo, como puede observarse en los ratones

knock out para estos receptores (Airaksinen y cols. 1999).

Finalmente, y en las motoneuronas, poblacion de interés en el presente
trabajo, se ha observado que los factores neurotréficos son producidos por el
musculo y las células gliales, actuando de forma sinérgica para mantener su
supervivencia. Durante el desarrollo GDNF es producida por las células de
Schawnn (Arce y cols. 1998). En los ratones sin GDNF o GFRa-1 hay una
pérdida importante de motoneuronas (del 20 al 40 % dependiendo la region).
Ratones que sobreexpresan GDNF en el musculo presentan una mayor
supervivencia de motoneuronas (Garces y cols. 2000; Oppenheim y cols. 2000).
Incluso se conoce que la sobreexpresion, mediante transgénesis de GDNF tras
comenzar un periodo de muerte celular programada, produce una

hiperinnervacion de las conexiones neuromusculares (Zwick y cols. 2001).

Sin embargo, NRTN in vitro mantiene la supervivencia de motoneuronas a
través de GFRa-1, en ratones que carecen del gen, pero no existe una pérdida en

el nimero de motoneuronas (Garces y cols. 2000).

Como en el caso anterior, debido a que en el presente trabajo hemos

utilizado GDNF, pasaremos a describirlo con mas detalle.
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2.3.2.4. GLIAL CELL LINE DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR
(GDNF).

Caracteristicas generales.

El factor neurotréfico Glial Cell Line Derived Neurotrophic Factor,
denominado GDNF, fue caracterizado por Lin y cols. en 1993 como una
glicoproteina homodimérica capaz de mantener la supervivencia, e inducir la
diferenciacion morfolégica de neuronas dopaminérgicas de rata (Lin y cols.
1993).

Schindelhauer y Bermingham mapearon el gen humano de GDNF
(Schindelhauer y cols. 1995) (Bermingham y cols. 1995). Los cddigos de acceso
de la secuencia del gen y de su secuencia proteica en la base de datos son:
GI1=306761; AAA67910; GI=6634484 y NP_062012.1.

La estructura genética completa de GDNF no estd muy clara segin la
bibliografia consultada. Existen diferencias entre el gen humano y el de roedores,
observandose tres exones en el primero y cuatro en el segundo. Ademas, los
promotores en las dos especies también parecen diferir (Grimm y cols. 1998;
Woodbury y cols. 1998). No obstante, la secuencia y estructura proteica si son
comunes. El gen de este factor neurotrofico presenta dos splices de modo que
forman preproproteinas de 211 (representada en la Figura 2.18.) y 185 aay
respectivamente (Cristina y cols. 1995; Springer y cols. 1995), aunque ambas
finalmente producen la misma proteina madura. Un segmento de 20 aax €S
deleccionado de la zona precursora, generandose dos formas de la proteina
precursora, denominadas alfa (forma larga) y beta (forma corta). Estas formas son
proteolizadas para dar lugar a la proteina en forma madura que contiene 134 aay,
correspondiente a un peso molecular de 20 kDa (15 kDa en el caso de la proteina
recombinante debido a la falta de glicosilaciones)(Lin y cols. 1993; Schindelhauer
y cols. 1995).
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Figura 2.18.- Secuencias aminoacidicas de la forma preproproteina de
GDNF de rata y humano (Lin y cols. 1993) I: secuencia de 20 aax
deleccionada para dar lugar a la forma preproteina; Il: secuencia
deleccionada para dar lugar a la forma madura.

El proceso de sintesis y secrecion no se encuentra tan estudiado como en el
caso de las neurotrofinas, pero a pesar de que no se han realizado estudios que lo
demuestren, se supone similar. Como ya hemos descrito previamente, GDNF se
une, una vez secretado al receptor RET, y de forma maés especifica, al receptor
GFRal. Una vez unido a estos receptores se desencadenan las sefiales

intracelulares que inducen la supervivencia y diferenciacion neuronal.

La expresion de GDNF se extiende a lo largo de todo el Sistema Nervioso
Central (ver Tabla 2.4.) dando un inmunomarcaje en forma de puntos (como si
estuviese contenido en vesiculas), en los cuerpos y en los procesos neuronales. No
obstante, la intensidad y la densidad de la sefial varia en las distintas poblaciones
neuronales (Kawamoto y cols. 2000). Del mismo modo que comentabamos para
BDNF con sus receptores, en el caso de GDNF es interesante observar la
expresion su receptor especifico GFRal, para poder determinar las poblaciones

neuronales donde actla.
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Region del Sistema Nervioso Central GDNF GFRal
Proteina  mRNA | Proteina mRNA
Neuronas piramidales del hipocampo + + + +
Stratium + + ? ?
Hipotalamo + ? + ?
Médula espinal + _ + +

Tabla 2.4. Expresion proteica y de mRNA de GDNF y GFRal en distintas
regiones del S.N.C. humano.

Se ha observado una sefial para GDNF muy intensa en las neuronas
piramidales del hipocampo entre las regiones CA2-CA4, al igual que ocurria con
BDNF (Murer y cols. 1999). De forma similar, se observa sefializacion, aunque
débil, de GFRal, en este caso la expresion tiene lugar en las regiones CA1-CA3
(Matsuo y cols. 2000).

Respecto a la zona denominada stratium, se ha observado la expresion del
mMRNA de GDNF (Pochon y cols. 1997), viéndose posteriormente que es algo mas
especifico de las interneuronas colinérgicas y GABAEérgicas (Bizon y cols. 1999).
Estas  observaciones han  sido  confirmadas  mediante  estudios
inmunohistoquimicos, observando la expresion de la proteina GDNF (Kawamoto
y cols. 2000). En la bibliografia consultada, no se han encontrado datos sobre la

expresion de GFRa-1 en esta region.

En la zona del hipotdlamo, se ha observado sefializacion mediante
inmunohistoquimica en el nucleo hipotalamico posterior, tanto en el caso de
GDNF como de su receptor GFRa-1, correspondiendo a neuronas histaminérgicas
(Golden y cols. 1998).

En el sistema motor espinal, el mMRNA de GDNF es expresado con mucha
intensidad en los musculos esqueléticos, y sin embargo, apenas es expresado en
las neuronas del asta anterior de la médula espinal (Suzuki y cols. 1998) donde si

son expresados el MRNA de Ret y GFRal (Mitsuma y cols. 1999). Esto sugiere
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gue GDNF es expresado en el musculo esquelético, y posteriormente transportado
retrogradamente a las neuronas del asta anterior de la médula espinal, donde
ejerce su funcién sobre los receptores. Estudios inmunohistoquimicos de GDNF
en este sistema, refuerzan la hipdétesis, observando una baja expresion de la
proteina GDNF en la médula espinal del mismo modo que en las neuronas

motoras craneales (Kawamoto y cols. 2000).

GDNF en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Desde su descubrimiento, GDNF ha recibido mucha atencion como agente
terapéutico para el tratamiento de ciertas enfermedades neuroldgicas. A pesar de
que ha mostrado efectos secundarios, induccion a la formacién de ciertos tumores
y pérdida de peso, se ha propuesto que una administracion més local evitaria estos

problemas (Meng y cols. 2000).

Ha sido demostrado que los cambios anormales de las neuronas sensoriales
inducidos por axotomia pueden prevenirse por la aplicacion de GDNF
regenerando los nervios periféricos. Dicha regeneracion llega a producirse
incluso en la médula espinal, restableciendo conexiones funcionales en ésta y

rescatando la funcion sensorial (Ramer y cols. 2000).

Por otra parte, en modelos experimentales de isquemia local,
administraciones locales antes y justo después de la anoxia, pueden reducir los
dafos(Wang y cols. 1997) (Kitagawa y cols. 1998). Se ha propuesto que el efecto
de GDNF seria la reduccion de la exotoxicidad, mas que el rescate de la muerte

celular (Nicole y cols. 2001).

Finalmente, relacionado con las enfermedades de la motoneurona, se ha
observado como tras la axotomia del nervio ciatico, aumenta la expresién de
GDNF en el masculo denervado, de GDNF y GFRal en las células de Schwann y
de RET y GRFal en las motoneuronas. Ademas, esta axotomia también estimula
la liberacion de GFRal en forma soluble desde las células de Schwann (Paratcha

y cols. 2001). También ha sido descrito como GDNF administrado exdgenamente,
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tras realizar un dafio en el nervio periférico, tanto en animales recién nacidos y
adultos, puede mantener la supervivencia de las motoneuronas a largo tiempo
(Hottinger y cols. 2000).

GDNF puede ejercer su funcién de mantenimiento de la supervivencia en
las motoneuronas gracias a su efecto sobre la regulacion de dos proteinas
denominadas IAPs, la proteina NAIP (neuronal apoptosis inhibithory protein) y
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis). Se ha demostrado, que tras eliminar su
expresion, los efectos de GDNF desaparecen, mientras que los de BDNF se
mantienen. Estos datos parecen indicar que ambos neurotréficos utilizarian

distintas vias en la sefializacion de la supervivencia (Perrelet y cols. 2002).

Los efectos de GDNF han sido estudiados experimentalmente en nervios
axotomizados. Se observo que tras provocar dafios en los nervios motores de
ratas adultas, el tratamiento con GDNF mostré mejorar significativamente la
velocidad de conduccién en el nervio motor de manera dependiente a la dosis,
mientras la conduccion nerviosa de los nervios sensoriales apenas se vio afectada
(Munson y McMahon 1997). Del mismo modo, el estudio de aplicaciones por
infusién intracortical durante largo tiempo (42 dias) de GDNF en ratas adultas con
motoneuronas corticoespinales axotomizadas, mostraron una prevencion de la

muerte neuronal (Giehl y cols. 1997; Giehl y cols. 1998).

Los resultados obtenidos en modelos animales de las enfermedades de la
motoneurona no son muy homogéneos. Estudios preliminares con GDNF en
ratones transgénicos con la SOD1 humana mutada, no mostraron efectos
beneficiosos (Mitsumoto y Tsuzaka 1999). Del mismo modo, en ratones con
neuropatia motora primaria (pmn), el tratamiento con GDNF, administrado en
capsulas de polimeros conteniendo células de rifién transfectadas con el gen
GDNF humano, no previno la degeneracion de los axones motores, ni prolongé la
supervivencia de los animales, pero si disminuyo la pérdida de las neuronas
motoras (Sagot y cols. 1996). Sin embargo, en otros modelos animales se ha
observado como inyecciones subcutaneas de GDNF reducen significativamente la
disfuncion motora, particularmente en estadios tempranos de la enfermedad.
Incrementan el nimero de motoneuronas inmunoreactivas a acetilcolintransferasa
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en mas del 100% de los animales tratados. EI ndmero de axones motores en la
raiz ventral fue también un 20% mayor en los animales tratados (Mitsumoto y
Tsuzaka 1999).

Finalmente, respecto a los enfermos de E.L.A., se ha observado que el
MRNA de GDNF se incrementa en la médula espinal mientras es reducido en el

musculo esquelético (Yamamoto y cols. 1996).

Se comenzaron ensayos clinicos con GDNF en el tratamiento del
Parkinson y la E.L.A. Se realizaron ensayos con inyecciones intraventriculares e
intratecales de la molécula recombinante, pero lamentablemente no se observo
ningun beneficio sobre los pacientes. En abril de 1.999, la empresa Regeneron
informo de la paralizacion de los ensayos clinicos con GDNF, debido a la falta de
eficacia observada en los estudios realizados en fase I. Uno de los problemas era
la existencia de muchos efectos secundarios que podrian evitarse con un adecuado
sistema de distribucion. Un cambio en la via de administracion podria suponer

una estrategia a probar.

En el caso del Parkinson, muchos estudios han sido realizados con GDNF
debido al resultado obtenido en modelos animales, donde previno la muerte de las
neuronas dopaminérgicas (Grondin y Gash 1998). Sin embargo, estos resultados
no son iguales a los obtenidos en la especie humana, donde la aplicacion de
GDNF no fue efectiva, ademas de presentar efectos secundarios (pérdida de peso)
(Kordower y cols. 1999).

2.3.3. FAMILIA DE LAS NEUROQUINAS.
A pesar de que ningun miembro de esta familia ha sido utilizado en el

presente trabajo, se ha creido conveniente realizar una pequefia exposicion de la

misma.
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2.3.3.1. DESCRIPCION DE LA FAMILIA.

Denominamos neuroquinas a una subfamilia de proteinas dentro de la
familia de las citoquinas. Estructuralmente son muy similares, se diferencian de
las citoquinas por su efecto especifico a nivel del Sistema Nervioso Central
(Murphy y cols. 1997). A pesar de presentar similitudes en su estructura (Bazan
1991) no ocurre lo mismo con su secuencia aminoacidica o nucleotidica. Esta
subfamilia se encuentra integrada por las proteinas CNTF, Ciliary Neurotrophic
Factor (Barbin y cols. 1984), LIF, Leukaemia Inhibitory Factor (Gough y cols.
1988), OsM, Oncostatin M (Zarling y cols. 1986), GPA, Growth-promoting
Activity (Eckenstein y cols. 1990) y CT-1, Cardiotrophin 1 (Pennica y cols.
1995).

2.3.3.2. MODO DE ACTUACION.

Los ligandos, LIF, CT-1y OsM, tienen como receptores a gp130y LIFRp,
presentando distintos grados de afinidad. La proteina LIF muestra baja afinidad
por el receptor LIFRB, que incrementa cuando LIFRB forma un complejo con
gpl130, lo que provoca una sefial de traduccion. El receptor gpl30 es el
responsable de la transduccion (Gearing y cols. 1992). CT-1 muestra el mismo
tipo de receptores e interacciones que LIF (Pennica y cols. 1996), mientras OsM
se une con baja afinidad primero a gpl130, y posteriormente se acompleja con

LIFRp, formando un complejo de mayor afinidad (Gearing y Bruce 1992).

Para CNTF existe un receptor especifico, CNTRFa, relacionado
estructuralmente con gp130 (Davis y cols. 1991). Es un receptor con un dominio
extracelular unido a la membrana celular mediante un puente GPI (glcosyl-
phosphoinositol) que se expresa unicamente en el Sistema Nervioso Central y en
el masculo esquelético. CNTF se une a CNTRa y posteriormente, este complejo
se une al complejo formado por gpl30 y LIFRP desencadenando la sefal
intracitoplasmatica a través de gp130(Stahl y Yancopoulos 1994). GPA realiza su

sefializacion del mismo modo que CNTF, aunque su receptor especifico es el
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denominado GPARa (Heller y cols. 1995). Estas interacciones con los distintos

receptores quedan reflejados en la Figura 2.19. (Heinrich y cols. 2003).

LIF CT-1 CNTF OSM GPA

HH

Figura 2.19.- Interaccion entre los distintos ligandos y receptores de la
familia de las neuroquinas.

GPA-R

La cascada de sefiales, que se genera a partir de la union receptores-
ligando, es la via de la activacion de las tirosinas quinasas citoplasmaticas,
conocidas como Jak/Tyk quinasas (ver Figura 2.20.). Estas quinasas estan
asociadas a gpl30 en un estado inactivo, siendo activadas tras la
heterodimerizacion de gpl30 con LIFR mediante fosforilacion (Stahl vy
Yancopoulos 1994). Jak/Tyk activan diferentes moléculas responsables de la
sefializacion intracelular, siendo muy caracteristicas las proteinas de la familia
STAT, activadores transcripcionales en el DNA tras su fosforilacion,
dimerizacién y posterior translocacion al nacleo (Stahl y Yancopoulos 1994;
Segal y Greenberg 1996). Otra proteina que es activada tras la union ligando-
receptor, es la proteina denominada SHP2, la cual tras su fosforilacion activa a su
vez la cascada de sefiales de MAPK, descrita anteriormente en el apartado de la

familia de las neurotrofinas (Heinrich y cols. 2003).

Estos procesos se encuentran muy regulados, las proteinas STAT tras ser
activadas y translocadas al nucleo, inducen la expresion de SOCS (suppressor of
cytokine signalling proteins). Esta familia de proteinas acaba inhibiendo a las

proteinas STAT, como un proceso de autoinhibicion de las mismas. Otro proceso
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de autorregulacion es la endocitosis del complejo ligando-receptor (Heinrich y
cols. 2003).

CNTF
Zp130
LIFR 3
Jak Jak
STAT1/3 Gm‘w D STAT1/3 ®

r Gl
SHPZ T J’ SHPZ
(T

Figura 2.20.- Cascada de sefiales inducida tras la formacion del
complejo de CNTF con sus receptores. La heterodimerizacion de los
receptores al unirse a CNTF induce a la activacion de STAT que se
fosforila y dimeriza para ejercer su funcién. Existe una autorregulacion
negativa realizada por la activacion de SOCS.

2.3.3.3. ESTUDIOS FUNCIONALES.

CNTF fue purificado y caracterizado (Barbin y cols. 1984) tras observar que
un extracto de embridon de pollo era capaz de promover la supervivencia de
neuronas del sistema parasimpéatico (Adler y cols. 1979). Se ha demostrado
posteriormente que GPA muestra las mismas caracteristicas con la misma eficacia
(Eckenstein y cols. 1990). Con CT-1 se ha visto las mismas propiedades aunque

con una eficacia 1000 veces menor (Pennica y cols. 1995).

Respecto al sistema simpético, se conoce poco la influencia de las

neuroquinas en este tipo neuronal, aunque se ha descrito que CNTF a traves del

78



2. Revisién bibliogréfica

receptor LIF induce la muerte programada de estas neuronas inhibiendo la
expresion del receptor para NGF (Kessler y cols. 1993). Sin embargo, en
presencia de células de Schawnn, actia como un factor de supervivencia
(Burnhamy cols. 1994).

En otro tipo de poblaciones neuronales, se ha observado que a lo largo del
desarrollo, LIF parece ser necesario antes de que las neuronas sensoriales
primarias comiencen a depender de NGF (Ernsberger y Rohrer 1988). No
obstante, una vez estan diferenciadas, LIF sigue actuando en una subpoblacion,

manteniendo la supervivencia y la diferenciacion (Murphy y cols. 1993).

Finalmente, en la poblacién de neuronas de la médula espinal, se ha descrito
que a lo largo del desarrollo, las neuronas que formaran la medula espinal
necesitan los ligandos del receptor LIF para su diferenciacion, aunque no para la
supervivencia (Richards y cols. 1996). In vitro se ha observado que CNTFy CT-1
mantienen la supervivencia de las neuronas de la medula espinal incluyendo las
motoneuronas (Arakawa y cols. 1990; Pennica y cols. 1996). In vivo también se
ha observado el efecto de rescate de motoneuronas por parte de CNTF y CT-1

(Sendtner y cols. 1990; Pennica y cols. 1996).

A nivel del cerebro, CNTF consigue rescatar motoneuronas in vitro (Magal
y cols. 1993) e in vivo (Dale y cols. 1995). También es capaz de rescatar neuronas

de la sustancia negra (Hagg y Varon 1993).

Respecto a sus posibles aplicaciones terapéuticas, CNTF es el miembro de
la familia méas estudiado. Diferentes estudios han demostrado su accion tréfica
sobre las motoneuronas, bien sea previniendo la degeneracion neuronal tras la
lesion axdnica, o enlenteciendo la progresion de la enfermedad en modelos
animales (Arakawa y cols. 1990; Davis y cols. 1991; Mitsumoto y cols. 1994;
Sendtner y cols. 1994). En el afio 1996, se publicaron dos ensayos clinicos con un
total de 1300 enfermos diagnosticados de E.L.A. tratados con dosis variables de
CNTF en administracion subcutanea (A double-blind placebo-controlled clinical
trial of subcutaneous recombinant human ciliary neurotrophic factor (rHCNTF) in
amyotrophic lateral sclerosis. ALS CNTF Treatment Study Group™ 1996; Miller y
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cols. 1996). Los resultados de ambos estudios fueron muy desfavorables, con
aparicion de efectos secundarios intolerables en las dosis més altas, presencia de
anticuerpos circulantes y una aceleracion de la progresion de la enfermedad con
incremento en el nimero de fallecimientos. Finalmente, se ha utilizado la via de
administracion intratecal apareciendo solo efectos a nivel local con cefalea o dolor

radicular con desaparicion de los efectos secundarios (Penn y cols. 1997).

80



SOdOL1dIN A TVIHFLVIN-€




3. Material y métodos

3. MATERIAL Y METODOS

La infraestructura utilizada en el presente trabajo esta disponible
actualmente en el Departamento de Anatomia, Embriologia y Genética de la
Facultad de Veterinaria de Zaragoza y la Unite d"Embryologie Moleculaire del

Instituto Pasteur de Paris.

3.1. CONSTRUCCIONES GENETICAS

3.1.1. PLASMIDOS UTILIZADOS PARA LAS DISTINTAS
ESTRATEGIAS DE CLONAJE.

Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado construcciones
cedidas por grupos de investigacion y algunos plasmidos comerciales. Como

vectores cedidos por grupos de investigacion fueron tres los utilizados:

1. El vector pcDNA3.1.-GDNF cedido por el Dr. Carlos Ibafiez del Instituto
Karolinska (Suecia). Dicho vector contiene el cDNA del factor GDNF de rata

en forma de proproteina bajo el control del promotor citomegalovirus.

2. El vector pcDNA3.1.-BDNF cedido por el Dr. Alberto Pérez Mediavilla de la
Universidad de Navarra. Dicho vector contiene el cDNA del factor BDNF de
humano en forma de proproteina bajo el control del promotor citomegalovirus
(Figura 3.1.).

3. El vector pGex-TTC presente en el laboratorio de Genética bioquimica y
Grupos Sanguineos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza. Dicho vector contiene el cDNA del fragmento C de la toxina
tetanica (TTC) fusionado al cDNA de la enzima GST (Glutation-S-

Transferasa) bajo el promotor Ptac (Figura 3.2.).
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Figura 3.2.- Carta genética de pGex-TTC

Han sido utilizados plasmidos comerciales, dos de ellos suministrados por

la casa comercial Amersham-Pharmacia (pGex 4T-2 y pMosBlue) y un tercero

suministrado por la casa comercial Promega (pGem-T-Easy):

1. pGem-T-Easy: vector especifico para el clonaje de productos PCR. Contiene

un sitio de insercion para productos PCR (cola de poliT capaz de

complementarse con la cola de poliA adicionada normalmente por la Taq

polimerasa en la amplificacion de fragmentos PCR). Dicho sitio se encuentra,
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dentro de la secuencia del cDNA de la B-galactosidasa de modo que si el
producto PCR es insertado, el gen queda inactivo. Esto permite la posterior
identificacion de los clones, si han insertado el producto PCR produciran

colonias de color blanco y si no, seran de color azul. (Figura 3.3.).
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Figura 3.3.- Carta genética de pGem-T-Easy

2. pMosBlue: estructura similar al anterior pero es necesario realizar un

tratamiento previo al producto PCR extraido (figura 3.4.).

3. pGex 4T-2: vector de expresion procariota. Presenta un polilinker para clonar
cDNAs que quedaran fusionados al cDNA de Glutation-S-Transferasa. Esto
permite la posterior produccion de proteinas de fusion recombinantes,
facilitando su purificacion mediante cromatografia de afinidad con una matriz
conteniendo glutation. Entre los cDNA clonados y de Glutation-S-Transferasa
existe un sitio de reconocimiento para la proteasa trombina. Utiliza el

promotor Ptac, inducible con IPTG (Figura 3.5.).

Para poder llegar a obtener los vectores de expresion fue necesario la
realizacion de mutagénesis dirigida que pasamos a describir en el siguiente

apartado.
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3.1.2. MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Se comenzd con una amplificacion mediante PCR a partir de los cDNA de
pro-GDNF y pro-BDNF descritos en el apartado anterior. Los oligonucleotidos
fueron disefiados para introducir las modificaciones necesarias. Dichas
modificaciones consistieron en la introduccion de sitios de restriccion adecuados
para el posterior clonaje, la eliminacion del péptido sefial y el codon de parada de

lectura.

Los oligonucleotidos disefiados fueron los siguientes:

GDNF 3: 5 CCGCGTGGATCCTCACCAGATAAACAA

GDNF R2: 5 GAATTCGGATCCAAGCCATGGTCCGATACATCC
GDNF 4: 5 TCCTGGGGATCCTCAGATACATCCAC

GDNF 5: 5 CCGCGTGGATCCATGAAGTTATGGGAT

GDNF pas2: 5 TCCTGGGCGGCCGCTCAGATACATCCAC

BDNF 1: 5 CCGCGTGGATCCCACTCTGACCCTGCC

BDNF 2: 5 CCCGGGGAATCATCTTCCCCTTTTAAT

BDNF 3: 5 CTGGGGATCCTCTTCCCCTTTTAAT

BDNF 4: 5 CCGCGTGGATCCATGACCATCCTTTTC

\

\ \

\

Las parejas de oligonucleotidos utilizados en el clonaje de cada molécula

guedan representadas en la Tabla 3.1.

El DNA de partida para la realizacion de la mutagénesis dirigida fue el
pcDna 3.1 proGDNF o el pcDna 3.1 proBDNF, dependiendo del factor
neurotrofico a clonar. Las concentraciones de los distintos componentes utilizados
en la reaccion de amplificacion fueron de 100 ng de DNA, 20 mM Tris-HCI (pH
8,4), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl, , 0,2 mM de cada deoxinucleétido, 0,4 pmol/ pl
de cada oligonucledtido y 0,05 unidades/ul de Tag polimerasa (Gibco) en un

volumen final de 50 pl.
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Molécula primer 5= 3 primer 3’ > 5
pro-GDNF GDNF 5 GDNF pas2 y GDNF4
proGDNF-TTC GDNF 5 GDNF R2
GDNF, GDNF 3 GDNF pas2 y GDNF4
GDNF,TTC GDNF 3 GDNF R2
proBDNF BDNF 4 BDNF 2
proBDNF-TTC BDNF 4 BDNF 3
BDNF, BDNF 1 BDNF 2
BDNF,TTC BDNF 1 BDNF 3

Tabla 3.1.- Oligonucledtidos utilizados para la realizacion de mutagénesis
dirigida mediante PCR de cada molécula.

Al volumen final de la reaccion se le afiadio una o dos gotas de aceite
mineral para evitar la evaporacion de la muestra en el termociclador. Las
condiciones utilizadas en la amplificacion fueron de 5 minutos a 94 °C, y 30 ciclos
de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 30 segundos a 72 °C, para terminar
con una elongacién de 10 minutos a 72 °C. La cantidad de producto amplificado

fue medida por espectrofotometria.

Una vez realizada la PCR, se le afiadieron 25 pl. de buffer de carga (1%
sacarosa, 0.05% bromofenol) al volumen total de la reaccion, y se depositaron
sobre un gel de agarosa al 1% (0.5 gramos de agarosa en 50 ml de TBE 1x) con 2
ul. de bromuro de etidio, a una concentracion de 5 mg./ml. Se sometié a
electroforesis a 100V durante 15 minutos. Una vez realizado el corrido
electroforético, se procedié a la visualizacion del inserto amplificado en un

transiluminador con luz U.V.

El inserto observado en el gel de agarosa al 1% se recortd con una

cuchilla, y se depositoé en un eppendorf para proceder a su obtencion mediante el
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kit de la casa GIBCO (“Rapid Gel Extraction”). Este protocolo también fue

utilizado para la obtencidon de insertos extraidos a partir de plasmidos.

3.1.3. CLONAJE DE LOS FRAGMENTOS PCR

Tras la extraccion del producto PCR se procedi6 a la ligacion del mismo en
los vectores descritos en el apartado 3.1.1. El protocolo seguido fue diferente en

funcion del vector utilizado.

e Vector pGem-T-Easy.

Se realizaron distintas pruebas, variando la proporcion de inserto para una
misma cantidad de vector. Las concentraciones utilizadas fueron de 1ng/ ul, 2 ng/
ul 0 3 ng/ ul de inserto frente a una concentracion constante de 5 ng/ ul de vector.
Respecto al resto de componentes de la reaccién de ligacion, su concentracion fue
de 30 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 5 %
polietilenglicol y 0,3 unidades de T4 DNA ligasa, todo ello en un volumen final
de 10 pl.

La incubacion tuvo lugar a 4 °C durante toda la noche. Como control

siempre se utilizé el vector sin inserto.

e Vector pMosBlue.

Para el clonaje en este vector fue necesario el tratamiento previo del
producto PCR extraido. La reaccion para el tratamiento consistio en las siguientes
concentraciones de reactivos: 1 ng/ ul, 2 ng/ ul y 3 ng/ ul de producto PCR
extraido (se realizaron pruebas con distintas concentraciones), 5 mM DTT, pk
buffer 1x, y 1 ul de mezcla de enzima pk, tal y como describe la casa comercial,

en un volumen final de 10 pl.

Se incubo la reaccion a 22 °C durante 40 minutos. Posteriormente se

centrifugo, para recoger todo el contenido de la reaccion en la base del tubo y se
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calent6 a 75 °C durante 10 minutos para inactivarla. Tras la inactivacion, se enfrié
en hielo durante dos minutos y se centrifugd de nuevo para recoger el contenido
en la base del tubo.

Tras este tratamiento previo se realizo la ligacion. Asi sobre 10 ul del
producto PCR tratado, se adiciond una concentracion de 4,16 ng/ ul del vector

pMosBlue y 0,33 unidades/ul de T4 DNA ligasa en un volumen final de 12 pl.

Las condiciones de la reaccion fueron 22 °C durante 2 horas. Como en el

caso anterior, el vector sin inserto fue utilizado como control de la reaccidn.

Una vez realizados las distintas ligaciones se procedié a la obtencion de

los distintos clones para su posterior estudio.

3.1.4. TRANSFORMACION EN BACTERIAS COMPETENTES

3.1.4.1. CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS

Para la transformacién de los plasmidos fueron utilizadas las cepas de

Escherichia coli que a continuacién se detallan:

v' DH5a ( F, ¢80dlacZAM15, AlacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk’, mk™), phoA, supE44, A", thi-1, gyrA96, relAl).

v TOP10F (F {lacl®Tn10(Tet®)}mcrA,  A(mrr-hsdRMS-mcrBC),  ¢80lacZ,
AM15 AlacX74, recAl,deoR, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL,
(Str®) endA1 nupG).

v' JM109 (endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk ~, mk * ), relAl, supE44,
A(lac-proAB), [F", traD36, proAB, lagl?Z AM15]).
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3.1.4.2. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN EL
CRECIMIENTO BACTERIANO.

Los medios utilizados fueron LB y TB. EI medio LB consistié en 10gr. de
bacto-tryptone (Gibco), 5 gr bacto-yeast extract (Gibco) y 10 gr de NaCl disueltos
en 1 litro de agua destilada tras ajustarlo a pH 7.0. Previamente a su utilizacién se
adiciona ampicilina a una concentracion de 50 ng/ml. Para prepararlo en medio

solido, se afiadieron 15 gr de agar (Gibco) por cada litro de medio.

Cuando las placas de medio solido utilizadas se utilizan para vectores que
poseen el gen de B-galactosidasa se afiaden 0.5 ml de IPTG a una concentracion

1My 1 ml de X-Gal a una concentracion de 40 mg/ml por cada litro de medio

El medio TB fue utilizado para las bacterias transformadas con plasmidos
que resultaron dificiles de crecer, ya que resulta un medio mas rico en nutrientes
que el LB. Para su realizacion, se disolvieron 12 gr de bacto-tryptone (Gibco), 24
gr de bacto-yeast extract (Gibco) y 4 ml de glicerol, en 900 ml de agua destilada.
De forma paralela se prepararon 100 ml de una disolucién 0,17 M KH2PO4 y
0,72 M K2HPO4. Se autoclavaron ambas disoluciones y posteriormente se
mezclaron. Se dispensaron en tubos de 2 ml que posteriormente se autoclavaron
para su posterior uso. Finalmente, se afiadié el antibidtico en la concentracion

anteriormente mencionada.

3.1.4.3.TRANSFORMACION DE BACTERIAS.

Para transformar las bacterias se utilizaron dos tipos de metodologia: el
choque térmico y la electroporacion. Para ambas estrategias fue necesaria la

creacion de bacterias competentes.

Transformacién mediante choque térmico

Las bacterias competentes se obtuvieron mediante tratamiento con CaCl,.
Tras dejar crecer las bacterias en placas de LB sin antibidtico, se inocularon 5 ml
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de LB también sin antibiético y se dejaron crecer en un orbital toda la noche a
37°C. Una vez crecidas las bacterias, se inocularon 3 ml de las mismas en 200 ml
de LB y se dejaron crecer a 37 °C durante tres horas, para posteriormente incubar
en hielo durante 10 minutos. Tras centrifugar a 1600xg durante 7 minutos a 4 °C,
se retir0 el sobrenadante y se resuspendio cada sedimento en 10 ml de disolucion
fria de CaCl2 (CaCl2, 60 mM, glicerol 15% (v/v), PIPES 10 mM, pH 7,
autoclavado y conservado a 4 °C). De nuevo, y tras otra centrifugacion a 1100xg
durante 5 minutos a 4 °C, se retir6 el sobrenadante, y el precipitado se resuspendid
en 20 ml de disolucion fria de CaCl2. Finalmente, se incubd 30 minutos en hielo y
se centrifugd a 1100xg durante 5 minutos a 4 °C donde se retird el sobrenadante.
Se resuspendio el precipitado en 2,5 ml de disolucion fria de CaClI2 y por ultimo
se alicuoto la solucion en 50 pl., almacenandose a -80 °C. Para comprobar que no
habian adquirido resistencias, se sembré una alicuota en una placa con antibiético
y como control de la competencia se realizé una transformacion con un plasmido

control.

Para la transformacion mediante choque térmico, se dispensaron entre 1y
3 ul. de reaccion de ligacion en una alicuota de 50 ul. de bacterias competentes.
Como control de la transformacion se dispensé también un vector en el mismo
volumen con otra alicuota de bacterias competentes (p. e. Puc 19). Tras una
incubacion en hielo de 30 minutos se realiz6 un choque térmico de 37 °C durante
20 segundos e inmediatamente, se incubd en hielo durante 2 minutos.
Posteriormente se afiadié 450 ul. de medio LB y se dejo en un orbital a 37 °C,
durante una hora. Por ultimo, se sembrd 100 pl. en placas de agar de LB con el
antibidtico (en el caso de la B-galactosidasa, se afiaden IPTG y X- Gal) y se

incuban toda la noche a 37 °C.

Transformacion mediante electroporacion.

Para la transformacion de bacterias mediante electroporacion se obtuvieron
bacterias electrocompetentes mediante lavados con glicerol. Tras dejar crecer las
bacterias en placas de LB sin antibidtico, se inocularon colonias en 5 ml de LB de

nuevo sin antibiotico, y se dejaron crecer en un orbital toda la noche. Una vez
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crecidas, se inocularon 1 ml de estas bacterias en 200 ml de medio LB sin
antibiotico y se dejaron crecer a 37 °C con una agitacion de 225 r.p.m. hasta
alcanzar una ODg de 0,4 a 0,5. Una vez alcanzada dicha ODggo, Se centrifugaron
durante 15 minutos a 4°C a 4.000xg y se resuspendid el sedimento de bacterias en
el mismo volumen inicial de una solucion fria de glicerol 10% (v/v). Se centrifugd
de nuevo, en las mismas condiciones, y se lavé el precipitado con la disolucion de
glicerol. Finalmente, se centrifugd otra vez en las condiciones establecidas, y se
retird6 el sobrenadante, dejando una pequefia cantidad para resuspender el
sedimento. Por altimo, se alicuotd en volimenes de 80 pl. y se almacend a -80°C.
Como control de que no han adquirido resistencias se sembrd una alicuota en una
placa con antibidtico y como control de la competencia se realizd una

transformacion con un plasmido control.

Para la transformacion mediante electroporacion, se inocularon 5 pl. de la
reaccion de ligacion (unos 80 ng. de plasmido) en 80 ul. de bacterias
electrocompetentes previamente descongeladas, removiendo suavemente con la
pipeta. Como control de la transformacion, se dispensé también un vector en el
mismo volumen con otra alicuota (p. e. Puc 19). Se realiz6 la electroporacion
dispensando las bacterias con la reaccion de ligacion en cubetas estériles de 0,1
cm., y se le aplico un impulso eléctrico con una capacitancia de 25 pF, un voltaje
de 2,5 kV y una resistencia de 200 Q. Tras el pulso eléctrico, se diluyeron las
bacterias en 450 ul. de medio LB sin antibiotico y se dejaron crecer durante una
hora a 37 °C. Finalmente se sembraron 100 pl. en placas de agar de LB con el
antibidtico correspondiente al vector utilizado (en el caso de la B-galactosidasa, se

afiade IPTG y X- Gal) y se dejaron crecer a 37 °C durante una noche.

3.1.5. OBTENCION Y DIGESTION DE DNA PLASMIDICO

A partir de las colonias positivas se procedio al estudio del DNA
plasmidico. La obtencion de DNA se realizd mediante el kit de la casa comercial
Amersham Pharmacia denominado “GFX™ Micro Plasmid Prep Kit” basado en

una modificacién del protocolo tradicional de extraccion plasmidica mediante lisis

93



3. Material y métodos.

alcalina, usando columnas con matriz de fibra de vidrio. Mediante este método

hemos obtenido concentraciones del orden de 2 pug por ml de cultivo.

Las digestiones fueron utilizadas para:

a) Comprobacion de las tallas adecuadas de los insertos de las colonias blancas
obtenidas por el clonaje de productos PCR.

b) Obtencion de insertos a partir de plasmidos o plasmidos, para posterior
clonaje.

c) Comprobacién de los clones positivos conteniendo los insertos esperados en

las construcciones finales.

Las enzimas utilizadas en cada molécula se muestran en la Tabla 3.2.

Todas las enzimas procedieron de la casa comercial Promega.

En los casos en los que Gnicamente se utilizé una enzima (BamH]I), las
digestiones se realizaron a 37°C entre 1 y 4 horas. Las concentraciones de los
reactivos fueron de 4,5 ug de DNA plasmidico, 6 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100mM
NaCl, 6 mM MgCl;, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml de BSA y 0,75 unidades/ ul de

BamHI en un volumen final de 20 pl.

Si se utiliz6 méas de una enzima, las digestiones se realizaron a 37°C entre
1y 4 horas con las siguientes concentraciones de reactivos: 4,5 pg de DNA
plasmidico, 25 mM Tris acetato (pH 7,8), 100 mM de acetato de potasio, 10 mM
de acetato de magnesio, 1 mM de DTT, 0,1 mg/ml de BSA y 0,75 unidades/ ul de

cada enzima de restriccién (BamHI, EcoRI 6 Notl) en un volumen final de 20 pl.

Las digestiones se comprobaron en geles de agarosa al 1% mediante

tincion con bromuro de etidio.

Para la obtencion de insertos o de vectores digeridos para su posterior

clonaje, previamente a la digestion se realizd una concentracion del DNA
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plasmidico por precipitacion con etanol, y posterior resuspension en 10 ul. de

agua milli Q.
Molécula Enzimas utilizadas
proGDNF Bam HI y Not |
proGDNF-TTC Bam HI y Not |
GDNFm Bam HI y Not |
GDNFmTTC Bam HI'y Not |
proBDNF BamHI, EcoRIl y Not |
proBDNF-TTC Bam HI y Not |
BDNFm BamHI, EcoRIl y Not |
BDNFmTTC Bam HI'y Not |

Tabla 3.2.- Enzimas de digestion utilizadas en el estudio de cada molécula

En los casos en los que el vector de expresion fue digerido unicamente por
BamHI, fue necesaria su defosforilacion para evitar su posible recircularizacion.
Sobre la digestion obtenida, se adicionaron las siguientes concentraciones de
reactivos: 50 mM Tris-HCI, pH 9, 1 mM de MgCl; 1,33 unidades/ ul de CIAP
(“Alkaline Phosphatase Calf Intestine” de la casa comercial Amersham

Pharmacia) en un volumen final de 30 pl.

La reaccion de defosforilacion se llevo a cabo entre 30 minutos y 1hora a
37 °C. Transcurrido este tiempo, se paré la reaccion mediante adicion de

fenol:cloroformo y posterior precipitacion con etanol

Las concentraciones de los vectores digeridos y en su caso defosforilados
fueron medidas en un espectrofotometro (Amersham Pharmacia), a una longitud
de onda de 260 nm. Las alicuotas se diluyeron con agua milli Q a una

concentracion de 50 ng./pl.
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3.1.6. CONSTRUCCION DE LOS VECTORES DE EXPRESION
PROCARIOTAS

Una vez obtenidos los insertos y los vectores de expresion, digeridos y en
los casos necesarios defosforilados, se procedié a la ligacion. Las combinaciones
de vectores de expresion e insertos en las ligaciones pueden observarse en la
Tabla 3.3.

Para la reaccion de ligacion se probaron distintas concentraciones de
inserto, manteniendo constante la concentracion del vector a 5 ng/ul. Las
concentraciones de inserto utilizadas fueron desde 1 ng/ul hasta 6 ng/ul. Con las
distintas proporciones vector:inserto, se adicionaron concentraciones de 66 mM
Tris-HCI, pH 7,6, 6,6 mM MgCI2, 10 mM DTT, 66 uM ATP y 1 unidad de T4
DNA ligasa en un volumen final de 50 ul. Las ligaciones se dejaron a 16 °C toda

la noche. En todos los casos una ligacion sin inserto se utilizé como control.
Posteriormente, se transformaron las ligaciones en bacterias E. Coli

competentes, y se obtuvieron placas de agar con clones candidatos a contener la

construccion de interés. Se testaron a las 24 horas en las siguientes etapas:

1. Deteccion de clones que han introducido el inserto mediante boiling-PCR.

2. Comprobacién mediante digestion de la presencia del inserto y por PCR para

determinar la correcta direccion.

3. Secuenciacién de la construccion obtenida.
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Molécula Inserto Primers Enzimas Vector de ¢Vector
utilizados utilizadas expresion defosforilado?
proGDNF proGDNF GDNF5y BamHly pGex4T-2 No
GDNF pas2 Not |
proGDNF-  proGDNFsin  GDNF5y BamHI pGex4T-2- Si
TTC codon stop GDNF R2 TTC
GDNFm GDNFm GDNF3y BamHly pGex4T-2 No
GDNF pas2 Not |
GDNFmMTTC  GDNFm sin GDNF3y BamHI pGexA4T-2- Si
codon stop GDNF R2 TTC
proBDNF proBDNF BDNF4y BamHIly pGexA4T-2 No
BDNF 2 Eco RI
proBDNF- proBDNF sin BDNF4y BamHI pGexA4T-2- Si
TTC codon stop BDNF 3 TTC
BDNFm BDNFm BDNF1ly BamHIy pGex4T-2 No
BDNF 2 EcoRI
BDNFMTTC  BDNFm sin BDNF1ly BamHI pGex4T-2- Si
codon stop BDNF 3 TTC

Tabla 3.3.- Esquema de las condiciones utilizadas en la obtencion de cada molécula.

1. Deteccion de clones que han introducido el inserto mediante boiling-

PCR.

La técnica consiste en realizar una PCR directamente sobre la colonia

bacteriana. Con un palillo esterilizado se coge la colonia bacteriana, y se deposita

en un tubo para PCR conteniendo 5 ul. de agua milli Q. A la vez, se deposita

también sobre una placa de agar identificando el tubo PCR y la incision en la

placa de agar con el mismo numero.

Sobre los 5 pul. conteniendo la colonia bacteriana, se adicionaron las

siguientes concentraciones de reactivos: 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl,

1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada deoxinucleétido, 0,4 pmol/ ul de cada
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oligonuclettido y 0,05 unidades/ul de Taq polimerasa (Gibco) en un volumen
final de 20 pl. Los oligonucledtidos utilizados para cada molécula se muestran en
la tabla 3.4.

Molécula Primers
proGDNF GDNFR 2y pGex 5
proGDNF.TTC GDNFR 2y pGex 5
GDNFn, GDNFR 2y pGex 5
GDNF,TTC GDNFR 2y pGex 5
proBDNF BDNF 2y pGex 5
proBDNF-TTC BDNF 2y pGex 5
BDNF, BDNF 2y pGex 5
BDNF,TTC BDNF 2y pGex 5

Tabla 3.4.- Oligonucledtidos utilizados en boiling PCR para la deteccion de
cada molécula.

Las secuencias de estos oligonucledtidos fueron:

GDNF R2: 5" GAATTCGGATCCAAGCCATGGTCCGATACATCC 3
BDNF 2: 5 CCCGGGGAATTCTCTTCCCCTTTTAAT 3
pGexs: 5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3

Las condiciones de la amplificacion fueron de 5 minutos a 94 °C seguido
de 20 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C.
El primer paso de 94 °C es suficiente para liberar el DNA de la bacteria,
desnaturalizarlo y que la amplificacion tenga lugar. La amplificacion fue

visualizada en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio.

Para comprobar mediante digestion los clones considerados como
positivos, las colonias obtenidas en las inserciones realizadas se crecieron en
placa. Al dia siguiente se extrajo el plasmido como ha sido descrito en el apartado
3.1.5. La concentracion de los pldsmidos extraidos se determino en un

espectrofotometro.
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2. Comprobacion mediante digestion de la presencia del inserto y por PCR

para la determinacion de la correcta direccion.

La comprobacion de la talla del inserto mediante digestion se realiz6 con
las enzimas BamHI y Notl. Con estas enzimas, se comprobd la presencia o
ausencia de los factores neurotrdficos, asi como la del fragmento C de la toxina
tetanica. Las concentraciones utilizadas en la reaccion de digestion fueron de 4,5
ug de DNA plasmidico, 25 mM Tris acetato (pH 7,8), 100 mM de acetato de
potasio, 10 mM de acetato de magnesio, 1 mM de DTT, 0,1 mg/ml de BSAy 0,75
unidades/ pl de cada enzima de restriccion (BamHI y Notl) en un volumen final de
20 pl.

Todas las digestiones se realizaron a 37°C entre 1 y 4 horas, fueron

visualizadas en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio y luz ultravioleta.

Para observar la correcta direccion del inserto adoptada en cada molécula
se realizd una PCR mediante un oligonucleétido externo y uno interno al mismo.
Los oligonucledtidos utilizados en cada molécula fueron los mismos que los
utilizados en la técnica boiling PCR. Las condiciones de la PCR fueron las

mismas que en el caso de la mutagénesis por PCR.

Las amplificaciones obtenidas se observaron en geles de agarosa al 1 %
(0.5 gr de agarosa en 50 ml de TBE 1x) con 2 ul. de bromuro de etidio 5 mg/ml

tras una corriente de 100V durante 15 minutos.

3. Secuenciacién de la construccion obtenida.

Las moléculas se secuenciaron en el Servicio de Secuenciacion de DNA
del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC) donde fueron analizados
con un Secuenciador ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Perkin-Elmer). Los
oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion de cada molécula se sefialan en

la Tabla 3.5. siendo sus secuencias:
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pGex 5: 5"GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3’
pGex 3: 5"CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 3
TTC 1: 5GGTTAACTCGTAGACCTATAC 3

Molécula Primers

proGDNF pGex 5y pGex 3
proGDNF-TTC pGex5y TTC1
GDNF, pGex 5y pGex 3
GDNF,TTC pGex5y TTC1
proBDNF pGex 5y pGex 3
proBDNF-TTC pGex5y TTC1
BDNF, pGex 5y pGex 3
BDNF,TTC pGex5y TTC1

Tabla 3.5.- Oligonucledtidos utilizados en la secuenciacion de cada molécula.

Todos los oligonucleotidos fueron utilizados a una concentracion de 5

pmol/ul. y los plasmidos a 100 ng./ul disueltos en agua milliQ.

3.2. PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

3.2.1. EXTRACCION PROTEICA

Como puede observarse en el mapa genético del vector pGex4T-2, las
distintas proteinas clonadas en este sistema quedan fusionadas a la proteina
glutation-S-Transferasa. Esta proteina presenta una alta afinidad por el péptido
glutation, lo que permite la purificacion de la proteina recombinante fusionada
mediante cromatografia de afinidad. De este modo, se puede aislar la proteina
recombinante del resto de proteinas bacterianas presentes en el medio de
extraccion tras la ruptura de las bacterias. Una vez aisladas las proteinas
recombinantes, y tras lavar la matriz de impurezas, se pueden obtener mediante
digestion con la proteasa trombina. El vector de expresion contiene una secuencia
aminoacidica reconocida por esta proteasa, la cual se encuentra entre la proteina

Glutation-S-Transferasa y la proteina recombinante clonada. Todos estos procesos
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se realizaron en tampones de extraccién conteniendo antiproteasas, y a 4°C, para
evitar procesos de degradacion de las proteinas de interés. En la figura 3.6. se

puede observar un esquema que resume el proceso de la extraccion proteica.

A continuacion detallaremos méas concretamente la extraccion de la
proteina a nivel metodoldgico. Para la obtencion de las distintas proteinas fue
utilizada la cepa de Escherichia Coli BI21 caracterizada por carecer de algunas
proteasas (E. coli B F, ompT, hsdS (rg’, mg’), gal, dcm).

Conatruccion

genética
Induccion @

IPTG Lavado recogiendo

j./ proteina liberada

«. F et

tramkins
traz lavados

proteina

-

Glutstion

w proteinas bacterianas
@ 9

Glutation
proteing recombinants s ha 1’ /' f f

+Glutation-S-transferasa

Figura 3.6.- Esquema de las bases de la extraccion proteica con el vector
pGex4T-2. Se induce la produccion mediante IPTG y tras la extraccion de
las proteinas bacterianas, se aisla las proteinas recombinantes mediante
cromatografia de afinidad y digestién con trombina.

Tras la transformacion de las mismas y su cultivo en medio sélido, los
clones obtenidos se inocularon en 5 ml de medio LB, dejandolos crecer durante

una noche a 37 °C. Se afiadieron 15 ml de éstos (3 tubos) en un litro de LB hasta
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un total de cuatro litros de LB. Las bacterias se dejaron crecer entre 0.4 y 0.6 (fase

exponencial de crecimiento de las bacterias).

Una vez alcanzada la ODggo esperada se procedio a la induccion durante
hora y media de la expresion proteica mediante la adicion de IPTG (100 mM) y
MgCl, (100 mM). Tras una centrifugacién a 3.000 r.p.m. (1000xg) durante 15

minutos a 4°C el precipitado bacteriano fue obtenido.

Las bacterias fueron resuspendidas en un tampén de resuspension
conteniendo EDTA 10 mM, NaCl 0,1 M, TritonX100 0,1%, DTT 4 mM, TrisHCI
pH 7,8 , 0,1 M, glicerol 20 % y lisozima 1 mg/ml en PBS, ademas de una
combinacion de antiproteasas. Las antiproteasas fueron afiadidas en forma de
pastillas (“protease inhibitor cocktail tablets” de la casa comercial Roche) o como
una mezcla conteniendo antipapaina 4 ng/ml, quimostatina 4 ng/ml. y PMSF 4

uM. El volumen de resuspension del precipitado bacteriano fue de 50 ml.

Para producir la ruptura de la pared bacteriana, dos métodos fueron
utilizados, ultrasonidos (sonicacién) o presion (French Press). Asi en el caso de
la sonicacién se realizaron dos pruebas: 6 pulsos de ultrasonidos de 5 minutos a
una intensidad méaxima, con 5 minutos de descanso entre cada uno, y 3 pulsos de
ultrasonidos de 10 segundos a una intensidad maxima, con 30 segundos de
descanso entre cada uno. En el caso de la French Press se realizé a una presion de
20.000 psi.

Tras 30 minutos de agitacion se realizd una centrifugacion de 30.000
r.p.m. durante 20 minutos a 4 °C. Se recogié el sobrenadante, al que se afiadié 1

ml de matriz equilibrada, dejando en contacto toda la noche a 4°C en agitacion.

Para equilibrar la matriz (Sheparose) eliminando el alcohol acompafiante,
se lavo 1 ml de matriz (para cada cuatro litros de medios de cultivo iniciales) con
10 ml de PBS y se centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C, retirando

posteriormente el sobrenadante.
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Al dia siguiente, es necesario realizar el lavado progresivo de la matriz
para eliminar las proteinas bacterianas. Tras centrifugar a 3000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C se elimind el sobrenadante del cultivo. Posteriormente se realizan 3
lavados mediante la adicion de 50 ml de tampdn de lavado, manteniéndolos 30
minutos en agitacion suave a 4°C. La centrifugacion para eliminar el sobrenadante
de la matriz se realiza a 3000 r.p.m. durante 5-10 minutos para evitar su
apelmazamiento. La composicion del tampon de lavado es de Tris 0,1M pH 7,8,
NaCl 0,1M, EDTA 10mM, DTT 4mM y la combinacion de antiproteasas. A los
sobrenadantes que se retiraron de cada centrifugacion para comprobar la presencia
0 ausencia de proteinas, se les realizé una medida en el espectrofotometro a 280
nm. Los lavados fueron interrumpidos cuando la ODygp alcanzé un valor de cero.
Tras estos lavados, es necesario eliminar las antiproteasas mediante 2 lavados con

PBS ya que podrian interferir con la trombina que posteriormente es utilizada.

Por ultimo, se introduce la matriz en un tubo Ependorf de 1,5ml. y se
centrifuga a 3.000 r.p.m. para eliminar el resto de sobrenadante. Se afiaden 600ul
de PBS y de trombina a una concentracion de 10 unidades/ml. Durante este
proceso, hemos lavado la matriz de impurezas y por medio de la trombina, se
rompe la union existente entre la proteina hibrida y la matriz, de manera que la
proteina quedara libre en el medio y serd recogida mediante centrifugacion a
3.000 r.p.m.

La digestion con trombina se realiz6 en un primer paso incubando a
temperatura ambiente durante 5 horas, recogiendo el sobrenadante, vy
posteriormente adicionado de nuevo trombina e incubando a 4 °C toda la noche.
La proteina obtenida fue utilizada para concentrarla o directamente se alicuoto en

volimenes de 50 ul. almacenandose a —80°C.

3.2.2. CONCENTRACION DE LA PROTEINA.

Para conseguir una proteina mas concentrada fue utilizado el sistema

denominado centricon, basado en la filtracion de la proteina. Por distintos
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tamafos de poros. Para cada proteina se utilizaron los centricones detallados en la
Tabla 3.6.

Proteina Tamafo centricon (kDa)
proGDNF 50,10y 3
proGDNF-TTC 100y 50
GDNFm 50,10y 3
GDNFmTTC 100y 50
proBDNF 50,10y 3
proBDNF-TTC 100y 50
BDNFm 50,10y 3
BDNFmTTC 100y 50

Tabla 3.6.- Centricones utilizados en cada molécula.

Se realizd un tratamiento previo a los centricones con Tween 20 al 5%
durante una noche, retirando la disolucion mediante lavados con agua milliQ._La
centrifugacién fue realizada a 1.000xg (Centricon 100) durante 30 minutos,
5.000xg durante 15 minutos (Centricon 50), 5.000xg durante 1 hora (Centricon
10) o 7.500xg durante 2 horas (Centricon 3), todos ellos a 4°C.

3.2.3 VISUALIZACION DE LA PROTEINA.

Para el control de la pureza de la proteina se realizaron geles de acrilamida
y posteriormente se tifieron con azul de Coomassie y/o con nitrato de plata, o

fueron utilizados para la realizacion de Western-Blotting.
Los reactivos utilizados para realizar los geles de acrilamida fueron:
e Low buffer gel 5x (LGB5x): 0,5 % (p/v) de SDS, 22,7 % (p/v) de Tris
base, 30 % (v/v) de HCI 1M a un pH 8,8.

e Upper buffer gel 5x (UGB5x): 0,5 % (p/v) de SDS, 7,57 % (p/v) de Tris

base a un pH 6,8. La solucidn debe ser filtrada antes de utilizarla.
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e Buffer de electroforesis 10 x: 3,025 (p/v) de Tris base, 14,42 (p/v) de
glicina'y 1% (p/v) de SDS.
e Buffer de carga 2x: 8 % (p/v) de SDS, 40 % (p/v) de glicerol y 10 % (v/v)

de UGB 5x con 1 mg de bromofenol

Se realizaron distintos geles de separacion en funcion del peso molecular
de las proteinas. En el caso de las proteinas fusionadas a TTC con pesos
superiores a 50 kDa, se prepararon geles de acrilamida de separacion al 12 %y al
10 %, y en el resto de las proteinas con pesos inferiores a 50 kDa, se prepararon
geles de acrilamida de separacion al 15 % y al 10%. En la tabla 3.7. se puede
observar la composicion de un gel al 10%. En el caso de una concentracion del
12% se incrementa en 1 ml la acrilamida, y en el caso del 15%, se incrementa en

2,5 ml Este volumen incrementado es disminuido de la cantidad de agua utilizada.

Separating Gel 10 % Stacking Gel 4%
5 ml. acrilamida al 30 % 1 ml. acrilamida al 30 %
3 ml. de LGB 5x 1,5 ml. de UGB 5x
7 ml de agua 5 ml de agua
56 ul. de APS al 10% 80 ul. de APS al 10%
7 pl. de Temed 10 pl. de Temed

Tabla 3.7.- Composicién de un gel de acrilamida para proteinas al 10%.

Los marcadores de tallas utilizados fueron “Kaleidoscope Prestained
Standards” que comprende pesos moleculares de 216 a 7,6 kDa y “Prestained
SDS-PAGE Standards, low range” que comprende pesos moleculares entre 103

kDay 20,7 kDa, ambos de la casa comercial Bio-Rad.
Se realiz6 la electroforesis a 150V entre una hora y media, y una hora en

todos los casos observando el recorrido del marcador de talla para determinar el

momento de finalizacion de la misma.

105



3. Material y métodos.

3.2.3.1. VISUALIZACION MEDIANTE TINCION CON AZUL DE
COOMASSIE.

Una vez finalizado el corrido electroforético, se tifieron los geles con azul
de Coomassie durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
procedio a la decoloracion durante 1 a 3 horas cambiando varias veces la solucion.

La composicion de las soluciones fue:

v Solucién de azul de Coomassie: 40 % (v/v) de metanol, 10 % (v/v) de
acido acético y 0,1% (p/v) de azul de Coomassie R-250.
v Solucién decolorante: 40 % (v/v) de metanol y 10 % (v/v) de acido

acético.

Una vez decolorado el gel se procedié al secado del mismo para su
conservacion. Se deposito el gel sobre papel Whatman, y se realiz6 el secado en
un secador de geles de Biorad a una temperatura de 80 °C durante 30 minutos en

vacio.

3.2.3.2. VISUALIZACION MEDIANTE TINCION CON NITRATO
DE PLATA

Con la finalidad de obtener mayor sensibilidad en la tincion, y asegurar la
pureza de la muestra, se realizé también la tincion de geles con nitrato de plata, la
cual detecta menor cantidad de proteina. Asi se fijo el gel en una solucion al 50%
metanol y 10 % &cido acético durante 30 minutos. Posteriormente se rehidratd en
una solucion 10% metanol, 10% é&cido acético, calentando durante un minuto al
microondas. Tras eliminar la solucion anterior, se afiadié agua, y se dejé 5
minutos a temperatura ambiente. Una vez rehidratado, se elimind el agua y se
adicion6 una solucion de 100 ml. agua y 33 ul. de DTT 100mM calentando al
microondas un minuto. Posteriormente se elimind la solucion anterior y se tifio
con una solucion de AgNO3; 1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras
un lavado con agua destilada se procedid al revelado. Este revelado se realiz6 con

una solucion fria consistente en 40 ml. de Na,CO3; 15% (6 gr. /200ml.) y 200 pl.
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de formaldehido al 37% en un volumen final de 200 ml con agua Se detuvo la
reaccion con 10 ml. de una solucion de &cido citrico 2,3 M, y finalmente tras

retirar esta solucion se procedi6 al secado del gel.

3.2.3.3. WESTERN BLOTTING

Tras el corrido electroforético en geles de acrilamida, se procedié a la
transferencia a membranas de nitrocelulosa o PVDF. En el caso de las membranas
de PVDF, fue necesario un tratamiento previo de la misma que consiste en
introducirla 3 segundos en metanol, 3 minutos en agua y un minimo de 10
minutos en el tampdn de transferencia cuya composicion fue: 0,145 % (p/v) de
Tris base 124 mM, 0,72 % (p/v) de glicina 6 mM y 20 % (v/v) de metanol.

Se realiz0 la transferencia a la membrana mediante inmersion en el tampon
de transferencia durante dos horas y media a 100 V. Posteriormente la membrana
fue incubada en buffer de bloqueo que consiste en 1% de leche desnatada en la
solucion NET1x. La solucion NET10x esta compuesta por 8,76 % (p/v) de NaCl
1,5 M, 1,86 % (p/v) de EDTA 0,05 M, 6,05 % (p/v) de TrisHCI 0,5M y 0,5 %
(p/v) de Tritén 100x 0,5% a un pH final de 7,4.

Tras la incubacién durante 30 minutos en buffer de blogqueo, se incubd
durante dos horas a temperatura ambiente con el primer anticuerpo disuelto en

tampon NET1x. Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

v Ac antiGDNF: anticuerpo contra la proteina GDNF:
v" AntiGDNF producido en conejo (casa Santa Cruz). Dilucion
1:500.
v" AntiGDNF producido en pollo (casa Promega). Dilucion
1:1000.
v Ac antiBDNF: anticuerpo contra la proteina BDNF:
v" AntiBDNF producido en conejo (casa Santa Cruz). Dilucion
1:500.
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v" AntiBDNF producido en pollo (casa Promega). Dilucion
1:1000.
v Ac anti TTC: anticuerpo contra la proteina TTC:
v" SP 48: producido en conejo. Dilucion 1:500.
v SP 49: producido en conejo. Dilucién 1:500.

Tras el tiempo de incubacion con cada uno de los anticuerpos, se
realizaron tres lavados con NET1x de 10 minutos cada uno a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario diluido en
NET1x durante una hora a temperatura ambiente. Como anticuerpos secundarios

fueron utilizados:

v Ac anticonejo marcado con peroxidasa (Amersham-Pharmacia): se aplico a
una dilucion de 1:3000.

v" Ac antipollo marcado con peroxidasa (Sigma): se aplic6 a una dilucién de
1:200 en NET1x (dos gotas del Ab en 10 ml de NET1X)

v Ac anticonejo marcado con fosfatasa (Vector): se aplicd a una dilucién de
1:1000.

v" Ac anticonejo biotinilado (Vector): se aplicod a una dilucion de 1:200 en
NET1x (dos gotas del Ab en 10 ml de NET1X).

v" Ac antipollo biotinilado (Promega): se aplicé a una dilucién de 1:200.

Tras la incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con NET1X
antes de pasar al revelado. Dependiendo del anticuerpo secundario utilizado,
distintos métodos fueron usados. Los anticuerpos marcados con peroxidasa se
revelaron con diaminobenzidina (DAB, Sigma) parando la reaccion con agua
destilada y obteniendo sefiales de color marron. Los anticuerpos marcados con
fosfatasa, se revelaron con 44 pl. de NBT y 33 ul. de BCIP. Se paro la reaccion
con agua obteniendo sefiales de color violeta. Y finalmente si el anticuerpo estaba
marcado con biotina, se incub6 con el complejo ABC que amplifica la sefial para

finalmente revelarlo con DAB.
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3.2.4. CUANTIFICACION DE LA PROTEINA.

La concentracion proteica fue calculada mediante el método de Bradford,
BCA y por comparacion visual frente a una recta patron de albdmina sérica

bovina (BSA) en geles de acrilamida.
Método BCA.

Dicho método esté basado en la formacion de un complejo entre proteinas
y Cu®* que en condiciones alcalinas reduce el Cu®* a Cu*. El Cu* obtenido, forma
un complejo con BCA (bicinchoninic acid) de color azul-purpura, estimable
mediante espectrofotometria, de modo que la cantidad de complejo coloreado sera
proporcional a la cantidad de Cu®* reducido, y por lo tanto, a la cantidad de

proteina presente en el medio (Smith y cols. 1985).

Concentracién final Volumen de agua Volumen de BSA 1 mg/ml.
0 ug/ml. 500 pl. 0 pul.
10 pg/ml. 400 pl. 100 pl.
20 pg/ml. 300 pl. 200 pl.
30 pg/ml. 200 pl. 300 pl.
40 ug/ml. 100 pl. 400 pl.
50 pg/ml. 0 ul. 500 pl.

Tabla 3.8.- Concentraciones de la recta patron de BSA utilizadas en el método BCA.

Para la realizacion de la recta patron, se tomaron 100 pl. de cada una de las
distintas concentraciones proteicas. Se prepard el reactivo BCA mezclando 50 ml.
del reactivo A (contiene biocinchoninic acid; Sigma) y 1 ml. de reactivo B
(contiene cobre; Sigma). Por cada 100 ul. de la muestra de la recta patron, se
adicionaron 2 ml de la mezcla del reactivo, obteniendo asi las concentraciones

finales.
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Para las muestras de proteina extraida tanto concentrada, como sin
concentrar, se realizaron distintas diluciones en agua milli Q, procediendo del

mismo modo para realizar la reaccion con el reactivo BCA.
Se incubaron a 37°C durante 30 minutos y se procedio a la lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 562 nm. Los datos obtenidos se

estudiaron mediante el programa Excell.

Método Bradford

Dicho método esta basado en la union inespecifica del colorante azul de

Coomassie a las proteinas (Bradford 1976).

Concentracion final Volumen de agua Volumen de BSA 1 pg/10 pl.

0 pg/ml. 800 pl. O pl.

2 ug/ml. 780 pl. 20 pl.
4 pg/ml. 760 pl. 40 pl.
6 pg/ml. 740 pl. 60 pl.
8 ng/ml. 720 pl. 80 pl.
10 pg/ml. 700 pl. 100 pl.
12 pg/ml. 680 pl. 120 pl.

Tabla 3.9.- Concentraciones de la recta patron de BSA utilizadas en el método Bradford

Las muestras de proteina fueron diluidas en 800ul. Tanto a las muestras de
la recta patron (concentraciones expuestas en la Tabla 3.9.) como a la muestra
conteniendo la proteina se le afiadieron 200 pl. del reactivo de Bradford. Se
incubd cinco minutos a temperatura ambiente y se procedid a la lectura
espectrofotométrica a 595 nm. Los datos obtenidos se estudiaron mediante el

programa Excell.
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Estimacion visual en geles de acrilamida.

Se cargaron los geles con las distintas muestras de la recta patréon cuya
composicion podemos observar en la Tabla 3.10. acompafiadas de las proteinas
problema. Tras el corrido electroforético y posterior tincion en plata y/o en azul de
Coomassie, se comparé visualmente la concentracion aproximada de la proteina

extraida en funcion de la intensidad de las bandas obtenidas en el gel.

Concentracion final Volumen de PBS Volumen de BSA 1 mg/ml
0 pg/ml. 1000 pl. 0 ul.
0,1 ng/ul. 900 pl. 1l
0,5 ng/ul. 500 pl. 5 ul.
1 ng/ul. 900 pl. 10 pl.
5 ng/ul. 500 pl. 50 ul.
10 ng/pl. 900 pl. 100 pl.
50 ng/pul. 500 pl. 500 pl.

Tabla 3.10.- Concentraciones de la recta patron de BSA utilizadas en la estimacion
visual en geles de acrilamida

3.3. CULTIVOS CELULARES

3.3.1. CULTIVOS PRIMARIOS DE MEDULA ESPINAL

Para la realizacion de estos cultivos se prepararon de forma previa placas
de cultivo con cristales de adherencia mediante la incubacion con poliornitina (5
ug/ml.) en una dilucion 1/100 en PBS toda la noche a 37 °C. Tras la eliminacion
por aspiracion de la poliornitina y esterilizacion durante 15 minutos en
ultravioleta, se adicionaron 400 ul. del medio L15/SFV, previamente filtrado. La
composicion del mismo fue 10 % (v/v) de suero fetal bovino, 0,28 % (p/v) de

bicarbonato sédico (Gibco), en medio L15 con glutamato (Gibco).

El material de diseccion fue esterilizado 45 minutos en rayos U.V. La

ratona en el estado de gestacion de 12 dias fue sacrificada mediante intoxicacion
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con CO,, para posteriormente extraer los fetos que se colocaron en una placa de
Petri, y retirar el saco vitelino. La medula espinal de dichos fetos fue aislada y se

colocaron un minimo de seis en una solucion de PBS estéril con glucosa al 0,15%.

Tras el troceado de las médulas, se realizd una incubacion durante 15
minutos a 37°C en 1 ml de solucion de PBS-glucosa, junto con 20 pl. de tripsina-
EDTA (Gibco) para la disgregacion del tejido. Se retird el sobrenadante obtenido
por decantacion, y se realizaron posteriormente dos lavados con 2 ml de solucion
L15.

Con el fin de disgregar las células, se realizaron tres tratamientos
progresivos con una solucién compuesta por 10% (v/v) de BSA en medio L15, y
distintas concentraciones de Dnasa 1 ug/ul, que fueron disminuyendo en cada
tratamiento. La cantidad de Dnasa presente en el primer tratamiento fue una
dilucion del 5% (v/v) y en los dos posteriores del 2% (v/v). De forma inversa a la
disminucién de la cantidad de Dnasa en cada tratamiento, se aumento la
homogeneizacion mediante pipeteo de la solucion con las células disgregadas,
recogiéndose los sobrenadantes obtenidos de cada tratamiento por

homogeneizacion.

Se sometid la solucién a un pulso de centrifuga para precipitar las células
que contenia. Se adicioné 2 ml. de BSA con una pipeta Pasteur en el fondo del
falcon, y tras centrifugar a 1.000 r.p.m. durante 10 minutos a 24 °C se retir6 el

sobrenadante.

A 50 ml de medio neurobasal se le afiadié B27 1X (Gibco), glutamax | 1X
(Gibco), B-mercaptoetanol 50 nM (Gibco), penicilina 10 unidades/ml y
estreptomicina 10 ug/ml (Gibco) (filtrado y conservado a 4°C) .El precipitado
obtenido conteniendo las células de interés, se resuspendié en 2 ml. de dicho

medio con 15 pl. de Dnasa 1 ug/ul.

Del precipitado resuspendido conteniendo las neuronas de interés, se

realizé un contaje mediante Trypan Blue (Gibco), que permite diferenciar células
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vivas de muertas. Se aplicaron las diluciones necesarias con el medio neurobasal,
para poder depositar sobre cada pocillo 150.000 células en 400 pl tras retirar el
medio L15/SFV.

Tras la incubacion a 37°C/5% CO,/ humedad y cada 3-4 dias se realizaron
cambios de 200 upl. de medio neurobasal. Se observé el crecimiento y

diferenciacion de las neuronas del cultivo en un microscopio invertido.

3.3.2. LINEA CELULAR NEURO 2A

Propagacion de la linea

La linea Neuro2A es una linea celular obtenida de neuroblastoma de raton
(Olmsted y cols. 1970). Para propagar las neuronas en una placa de cultivo, se
partio de una alicuota almacenada a —80°C (en un 10% de DMSO). Se dispensa 1
ml de esta alicuota en 12 ml de medio de cultivo compuesto por medio Eagle
(Gibco), y suero fetal bovino (Gibco) al 10%. El cultivo se realiz6 a 37°C/5%
CO,/humedad.

Mantenimiento de la linea

La linea crece rapidamente, y por tanto es necesario su replicacion cada 3
dias, cuando las células se encuentras confluentes. Tras retirar el medio de cultivo
por aspiracion, se afiade tripsina al 10% en PBS1X a 37°C durante 10 minutos.
Posteriormente, se recoge el medio que contiene ya las células en suspension y se
centrifuga a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos a 25 °C. El pellet conteniendo las
neuronas se resuspende en 5 ml de medio compuesto por medio DMEM (Dubelco
Med Eagle Medium), Suero Fetal Bovino (Gibco) al 10 %, L-glutamina2 mM
(Gibco), penicilina a 10 unidades/ml y estreptomicina a 10 ug/ml (Gibco).

De los 5 ml. resuspendidos, se toma 1 ml. que se adiciona a 12 ml. de

medio en una placa de cultivo para pasar a incubar a 37°C/5% CO,/ humedad.
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3.3.3. CULTIVOS CORTICALES PRIMARIOS

Como en el caso de los cultivos descritos en el apartado 3.3.1., es
necesario acondicionar las placas con un polimero que permita la adhesion de las
neuronas a su base, donde se han colocado cristales esterilizados, para poder
observar las neuronas posteriormente al microscopio. Con este propdsito, se
prepara una dilucion 1/20 de “matrigel” en medio Hanks (Gibco), y se deja a
temperatura ambiente hasta que estan preparados los cultivos para dispensar en las
placas. Del mismo modo que en el caso anterior, el material de diseccion utilizado

fue esterilizado previamente mediante rayos ultravioletas.

Para la realizacion de cultivos primarios corticales, se partié de cerebros de
ratones neonatos. Se disecciond la cabeza del raton, se extrajo el cerebro y se
depositd sobre medio Hanks (Gibco) con penicilina/estreptomicina 1x (Gibco). Se
retir6 el hipocampo disecando el cortex cerebral, depositdndolo en el mismo

medio.

Posteriormente, se cortd con una cuchilla estéril haciendo cortes lo mas
finos posibles. Se recogieron los cortes con el medio y se depositaron en un
falcon. Para retirar el medio se centrifugd a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos a 22
°C. Se descart6 el sobrenadante por aspiracion y se afiadié 2 ml de DMEM/F12
(Gibco) y 200 pl. de tripsina 0,25% (Gibco). Este es el proceso de dispersion
quimica. Se dejo actuar durante 2-3 minutos en tripsina a temperatura ambiente.
En este momento se afiadieron 60 pl. de Dnasa 2 pg/ul durante 2-3 minutos a

temperatura ambiente.

Para detener la reaccion se centrifug6é a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos a
22 °C retirando el sobrenadante por aspiracion. Posteriormente se adicionaron 2
ml de DMEM/F12(Gibco) con 200 ul. de suero fetal bovino (Gibco) para finalizar

la dispersion quimica.

Para realizar la dispersion fisica, se pipete6 arriba y abajo con una pipeta

Pasteur flameada en la punta, hasta que quedd perfectamente resuspendido el
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sedimento de células. Una vez resuspendido se filtr6 estos 2 ml sobre una
membrana de 80 pum., adicionando otros 2 ml de DMEM/F12(Gibco).

Se procedid a la cuantificacion de celulas viables mediante Trypan Blue
(Gibco), tomando una alicuota de 10 ul. y diluyendo ésta dos veces con el
reactivo. Se cuantificd las células mediante un microscopio invertido, para
depositar una concentracion en cada placa de 50.000-100.000 células/2 ml de

cultivo.

El medio esta compuesto por 50 ml. de DMEM/F12 (Gibco) con selenito
de sodio 20 nM (Gibco), 10 ug/ml de transferrina (Gibco) y 100 ug/ml de insulina
(Gibco). Mediante un microscopio invertido se control6 el crecimiento y

diferenciacion. Esta ultima tiene lugar tras una o dos semanas.

3.4. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD “IN VITRO” DE
LOS FACTORES NEUROTROFICOS FUSIONADOS A TTC.

3.4.1. EFECTO DE LAS MOLECULAS DE FUSION SOBRE
MARCADORES RELACIONADOS CON LA APOPTOSIS.

La apoptosis (muerte celular programada) es la forma de denominar la
desaparicion genéticamente controlada de las células durante el desarrollo.
Neuronas dafiadas y células que han perdido su regulacion en el ciclo celular, tales
como células tumorales o células con algun tipo de mutacion genética, también
sufren procesos de apoptosis. La apoptosis es distinta de la necrosis tanto en
aspectos bioquimicos como morfolégicos. Al contrario que las células necroticas,
las células apoptoticas se caracterizan morfoldégicamente por la compactacion de
la cromatina nuclear, la fragmentacion del citoplasma y la produccion de cuerpos
apoptoticos unidos a la membrana. Bioquimicamente, la apoptosis se distingue
por la fragmentacion del genoma, y la proteolisis o degradacion de varias

proteinas celulares (p.e. caspasa 3).

115



3. Material y métodos.

Al igual que ocurre en la medida de la viabilidad celular, no existe ningun
parametro que defina totalmente la muerte celular, por lo que se suelen utilizar
aproximaciones que identifiquen el proceso de apoptosis. Por otra parte, varios
métodos han sido desarrollados para diferenciar células vivas de células

apoptoticas, tanto en estadios tempranos como tardios del proceso.

3.4.1.1. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD CASPASA-3

La caspasa 3 es una cisteina-proteasa que posee la habilidad de proteolizar
otros péptidos tras un residuo de aspartato. Basandose en esta caracteristica
peculiar de las caspasas, se han disefiado péptidos especificos para cada una de las
proteinas de la familia de las caspasas, los cuales se unen a fluoréforos o
sustancias colorimétricas de modo que cuando la proteina proteoliza el péptido en
cuestion, libera la sustancia fluorométrica (o colorimétrica en su caso), emitiendo
una sefial que puede ser medida (Gurtu y cols. 1997). En el caso de la caspasa 3,
el sustrato especifico consiste en un tetrapéptido denominado DEVD, cuyas siglas
corresponden a los aminoacidos que lo componen (Nicholson y cols. 1995). Uno
de los sustratos fluorométricos mas comunmente utilizados, es el denominado
AFC 0 7-amino-4-trifluorometil cumarina, mientras en el caso de los sustratos

colorimétricos es el denominado pNA o p-nitroanilida (Figura 3.7.).

En nuestro caso, la determinacion se realizo con fluorometria y el reactivo
utilizado fue el DEVD-AFC.

El estudio de la determinacion de la caspasa 3 se realiz6 en la linea celular
Neuro2A. Para ello, se partié de cultivos con 10° células en 4 ml de medio. La
degeneracion de dichos cultivos fue llevada a cabo por la adicion al medio de
trombina, a una concentracion de 6 unidades/ml de cultivo. Los estudios se

realizaron a las 48 horas de adicionar la droga.
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Induccion de la apoptosis

Activacion de la familia de proteasas denominadas caspasas

AFC pNA

Figura 3.7. — Deteccion fluorométrica y colorimétrica de la actividad
proteasa dependiente de DEVD

Las proteinas estudiadas (GDNF-TTC y BDNF-TTC) se adicionaron en

una concentracion de 3 ng/ml. de cultivo.

A las 48 horas se procedié a recoger las células. Para ello, se retird por
aspiracion el medio y se tripsinizé adicionando 4 ml de tripsina 10%. Se dejo
actuar durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente, se recogieron las células
tripsinizadas y se centrifugaron a 1.000 r.p.m. durante 5 minutos a 25 °C,

retirando el sobrenadante por aspiracion.

Los pellet conteniendo las células de estudio, se resuspendieron en el que
denominaremos buffer de lisis, compuesto por 100 mM Hepes pH=7,5, 1% Triton
100x, 10 mM DTT, 1 mM PMSF, 5 pg/ml. leupeptina, 1 ng/ml. pepstatina Ay 1
mM EDTA (Smirnova y cols. 1998).

Se incubo la resuspension en este buffer durante 30 minutos en hielo.
Finalizada la incubacion se centrifugd a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4 °C y
se recogio el sobrenadante. De los sobrenadantes de cada muestra, se dispensaron

50 ul en pocillos de una microplaca de 96 pocillos. A cada pocillo se le
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adicionaron otros 50 ul del reactivo DEVD-AFC 40 uM. En todos los
experimentos se establecieron pocillos sin muestra, conteniendo el buffer de
extraccion de proteinas junto al reactivo, para determinar la fluorescencia
enddgena de éstos. Esta fluorescencia fue sustraida de la fluorescencia de cada

una de las muestras.

Las medidas se realizaron en las placas de 96 pocillos mencionadas,
excitando las muestras a una longitud de onda de excitacion 360 + 15 nm. y
adquiriendo la emisién del fluoréforo a una longitud de onda de 530 + 12,5 nm.
Se tomaron adquisiciones cada 30 minutos durante 24 horas, incubando a 37 °C. A
cada una de las muestras se les realizd una medida de la cantidad de proteina
contenida mediante el método Bradford, que nos permitiria corregir las distintas
cantidades de proteina de las muestras. La fluorescencia de cada una de las
muestras, corregida para la fluorescencia endégena del reactivo, se dividi6 por la
cantidad de proteina total correspondiente como método de estandarizaciéon de

cada una de ellas.

3.4.1.2. EFECTO SOBRE LA SUPERVIVENCIA NEURONAL
MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria de flujo o FACS es una técnica descrita para la medida de
células en apoptosis en una poblacion neuronal, tras adicionar un marcador
especifico para estas células con muerte programada, anexina-V (Vermes y cols.
1995). Existen estudios donde se ha realizado este tipo de técnica para la
determinacion de la proporcion de neuronas apoptéticas en una linea celular

(Boccellino y cols. 2003), aunque no es la mas comunmente utilizada.

El programa apoptotico estd caracterizado por ciertos hechos fisiologicos
que incluyen la pérdida de la asimetria de la membrana, la condensacion del
citoplasma y el nucleo, y la fragmentacion del DNA. La pérdida de la asimetria de
la membrana es uno de los primeros hechos que se producen en los procesos
apoptéticos. En las células apoptoticas, el fosfolipido de membrana

fosfatidilserina, es translocado de la capa interna de la membrana plasmatica a la
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capa externa de ésta, exponiéndolo al entorno extracelular. La anexina V es una
proteina de 35-36 kDa, que se une a los fosfolipidos de la membrana cargados
negativamente con una mayor especificidad por la fosfatidilserina que por otros
fosfolipidos. Esto la hace una sonda especifica para la identificacion de células
apoptoticas (Koopman y cols. 1994; Homburg y cols. 1995; Martin y cols. 1995;
Vermes y cols. 1995).

Estos estudios se realizaron en la linea celular Neuro2A. Para ello, se
prepararon en todos los casos poblaciones de 10° células por cada 3 ml de medio,

en cada una de las condiciones estudiadas.

Con la finalidad de inducir apoptosis, se utiliz6 la adicion de la droga
THA (DL-threo-B-hydroxy-aspartic acid) a distintas concentraciones: 200 uM,
100 uM, 50 uM, 25 uM y 12,5 uM o la deprivacion de suero a los cultivos.

Las distintas proteinas problema objeto de estudio (GDNF-TTC, BDNF-
TTC y TTC) fueron afiadidas a distintas concentraciones: 10 ng./ml; 50 ng/ml;
250 ng/ml. de cultivo. Las medidas fueron realizadas tras 24, 48 y 72 horas del

tratamiento.

Las neuronas unidas a la base de la placa de cultivo se recogieron en tubos
falcon mediante la adicion a la placa de 3 ml de tripsina 10% en PBS1x a 37°C
durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugd a 1.000 r.p.m. durante 5

minutos a 25°C y se retir0 el sobrenadante por aspiracion.

Los pellet obtenidos conteniendo las neuronas de cada condicion, se
resuspendieron en 100 ul. del tampon de la anexina (0,14 M de NaCl, 5 mM de
CaCl; en 0,01M de Hepes a pH=7,4). A este tampdn de anexina conteniendo las
neuronas se les adiciond 1 ul. de anexina y se dej6 incubar protegido de la luz a

temperatura ambiente durante 15 minutos.

Posteriormente, se le adicioné a cada muestra 1 ul. de ioduro de propidio

(marcador de células muertas o en estadios tardios de apoptosis mediante unién a
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DNA) y 900 ul. de tampdén de anexina. En cada experimento siempre se
prepararon células sin degenerar y sin adicion de proteinas para la estandarizacion
de las condiciones de adquisicion en el citometro de flujo, el cual se dividié en
cuatro partes: una a la que se le adiciond anexina y ioduro de propidio, una
segunda a la que solo se le adiciond anexina, una tercera a la que solamente se le
adicion6 ioduro de propidio y finalmente una cuarta, a la que no se le adiciond

ningun marcador.

Finalizado todo el proceso, se procedié a la adquisicién de cada muestra
mediante el citdbmetro de flujo (FACS). En un primer lugar, se estandarizaron las
condiciones en el proceso de adquisicion del citometro de flujo utilizando las
células sin tefir. Se determiné el tamafio de las células a medir. La linea Neuro
2A, no presento gran variabilidad en el tamafio celular, de modo que se
observaron Unicamente dos valores distintos de tamafio, uno en alta proporcién de
menor tamafo, que fue el adquirido y otro en una proporcion menor, que se
descart6. El namero de células adquiridas por el sistema de la poblacion neuronal
con el tamafio seleccionado fue de 30.000 células. Del mismo modo, se
estandarizaron las condiciones de medida de los detectores para los dos
marcadores (anexina y ioduro de propidio), realizando adquisiciones de células
teflidas Unicamente con cada uno de los marcadores, frente a células sin tefiir y
células tefiidas con ambos marcadores. Las longitudes de onda de adquisicién
utilizadas fueron en el caso de la anexina de 660 nm, y en el caso del ioduro de
propidio de 562-588 nm.

3.4.2. DETERMINACION SUBCELULAR DE Akt.

La medida de la quinasa Akt activada mediante western blotting, es una
buena estimacion de la supervivencia neuronal. Sin embargo, en nuestro caso, la
activacion de la quinasa Akt fue medida en cultivos corticales primarios mediante
la realizacion de inmunocitoquimicas. Sobre los cultivos corticales se adicionaron
las distintas proteinas, poniendo siempre un control negativo (cultivos sin
adicionar proteinas) y un control positivo (BDNF a. 10 ng/ml). Las
concentraciones de las proteinas problema (GDNF-TTC, BDNF-TTC y TTC)
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fueron de 10 ng/ml de cultivo. Una vez depositada la alicuota de proteina, se

permitié que esta actuara durante 1 hora a 37°C/5% CO,.

Transcurrida una hora, se tomaron los cultivos del incubador y se le
realizaron dos lavados con PBS, conteniendo calcio y magnesio, para evitar que
las neuronas se suelten de la base de la placa. Posteriormente, se procedio a la
fijacion de las células con PFA (paraformaldehido) al 4 %, dejandole actuar

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Tras tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno, se realizO una
incubacion de una hora a temperatura ambiente con buffer de bloqueo compuesto
por Triton 100x al 0,3% (150 ul.), BSA al 6% (3 ml) en PBS 1x (50 ml).

El anticuerpo utilizado fue p-Akt, que es un anticuerpo policlonal
purificado de conejo, que reconoce una corta secuencia aminoacidica que contiene
la serina 473 fosforilada. Este aminoacido es uno de los que se fosforilan tras la
activacion de la quinasa por P13 quinasa, responsable de dicha fosforilacién, y por

tanto marcara la proteina Akt en un estado activado (Meier y cols. 1997).

Se incubd con el anticuerpo primario (Santa Cruz) a una dilucion de
1/1000 en el buffer de bloqueo durante una hora y media a temperatura ambiente.
Previamente se realizd una centrifugacion de 4.000 r.p.m. durante 5 minutos para

retirar los posibles precipitados formados por los anticuerpos.

Posteriormente, se retird el anticuerpo primario y se realiz6 la incubacion
con el anticuerpo secundario anti-conejo marcado con fluorescencia en verde. La
dilucién aplicada fue de 1/1500 en el mismo buffer de bloqueo (se realiza la
misma centrifugacion que en el anticuerpo primario), incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente. A partir de esta incubacién, se realiz6 la experiencia
protegiendo de la luz las preparaciones, ya que los fluorocromos se pueden ver

afectados.

Finalizada esta Gltima incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS de 10
minutos cada uno. Se limpiaron los cristales con agua, se secaron y se montaron
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en portacristales pegandolos con fluromont-G a temperatura ambiente durante un
dia.

La observacion de las muestras se realizé en un microscopio confocal de la
casa comercial Zeiss. Se utiliz6 como longitud de onda de excitacion 488 nm, a
una intensidad del 21% de la lampara. La emision fue recogida en la franja del
color verde, con un filtro que permite recoger sefiales entre 500-550 nm. El
proposito de este experimento fue observar las diferencias en la intensidad
provocada por las distintas inducciones de cada proteina. Tomando un zoom
constante, se establecid cual de las proteinas marcaba la mayor de intensidad de
fluorescencia (méaximo de saturacién en el detector). Recogiendo posteriormente
las medidas de intensidad del resto de las muestras en las mismas condiciones, nos

permite la comparacion posterior de las intensidades de cada muestra.

3.5. ESTUDIO IN VIVO DEL TRANSPORTE RETROGRADO
DE LOS FACTORES NEUROTROFICOS FUSIONADOS A
TTC.

Para comprobar la funcionalidad de TTC en las proteinas quimeras
obtenidas, es decir, su capacidad de transportar actividades enzimaticas al
Sistema Nervioso Central, se utiliz6 el sistema hipoglosal. Dicho sistema ha sido
utilizado para demostrar el transporte retrogrado y transinaptico del fragmento C
(Fishman y Carrigan 1987; Fishman y cols. 1992) y para el estudio del
comportamiento de la proteina de fusion p-galactosidasa-fragmento C (Coen y
cols. 1997; Miana-Mena y cols. 2003). En este sistema, el nlcleo hipogloso o
nacleo XII, constituye el centro motor que controla el movimiento de la lengua
mediante el nervio motor XII. Los cuerpos celulares de las motoneuronas del
nacleo XII proyectan sus axones hacia la lengua, con la cual establece placas

motoras.

Asi para la realizacion de los estudios in vivo en ratén del transporte de las
moléculas quimera BDNF-TTC y GDNF-TTC se coloco al animal anestesiado en
declbito supino y se inyectdé abordando la lengua desde su parte dorsal. El

volumen de proteina inoculado fue de 20ul. En todos los experimentos se
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conservé un ratén sin inyectar como control negativo. Durante todo el proceso, es
de vital importancia mantener las condiciones de maxima esterilidad para evitar

posibles infecciones en el animal.

A los 15 minutos y 8 horas tras la inyeccion, los animales fueron
sacrificados por estrangulamiento, para posteriormente, y tras su decapitacion,
extraer los cerebros y las lenguas de los mismos. Dichos 6rganos se congelaron
hasta su procesado. Fueron estudiados distintos métodos de extraccion proteica a

partir de dichos tejidos.

El tampon utilizado fue el de la casa comercial Prionics. Se adicion6 0,5
ml de tampdn por cada 0,1 g de tejido y se sometié a homogeneizacion mediante
la utilizacion de batidoras. El extracto obtenido fue recogido y conservado a —20

°C para su posterior estudio mediante western-blotting.

Los estudios de western-blotting fueron realizados como se ha descrito
anteriormente para las proteinas recombinantes. Se modificé la composicion del
tampdn del anticuerpo secundario. En un intento de enmascarar las sefiales
inespecificas observadas en nuestras membranas se utiliz la misma composicion
que el tampon de blogqueo La concentracion del anticuerpo primario fue

aumentada al doble para intentar aumentar el nivel de deteccion de la técnica.

3.6. METODOLOGIA INFORMATICA.

Para el estudio de todas las secuencias de las construcciones se utilizé el

programa informatico Bioedit.

Para obtener los valores de las cuantificaciones de la intensidad de la
fluorescencia, se utilizé el programa LSM 5 Image Browser incorporado en el
microscopio confocal. Para el caso de analisis estadistico de los datos, (test de t de
Student, medias, desviaciones estandar, etc.) y la construccion de las gréficas

fueron utilizados los programas para PC Statistica v 5.0 y Excel 2000.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El apartado de resultados y discusion ha sido dividido en tres
subapartados. En el primero de ellos se describe la metodologia utilizada para el
clonaje de los factores neurotroficos al fragmento C de la toxina tetanica. Un
segundo capitulo donde se detallara la obtencion de las proteinas recombinantes
en vectores procariotas. Y un ultimo en el que nos referiremos al estudio funcional
de las proteinas obtenidas. Posteriormente, se realizara una discusion conjunta de

los resultados.

4.1. CREACION DE VECTORES DE EXPRESION EN
PROCARIOTAS MEDIANTE MUTAGENESIS DIRIGIDA

Debido a su interés en neurologia, la produccién de las proteinas
recombinantes de los factores neurotréficos (GDNF y BDNF) en E. Coli ha sido
realizada en distintos sistemas y condiciones. Sin embargo, ambos factores
neurotroficos forman cuerpos de inclusion, perdiéndose gran cantidad de la
proteina recombinante producida. No es extrafio que numerosos estudios se hayan
realizado para incrementar la cantidad de proteina recombinante obtenida tanto
con BDNF como GDNF (Meyer y cols. 1994; Negro y cols. 1994; Fukuzono y
cols. 1995; Liew y cols. 1997; Zhang y cols. 1998; Mari y cols. 1999). Solamente
se han observado incrementos en la produccién de proteina cuando se expresa en
vectores de fusion de expresion en procariotas como pGex-4T(Liew y cols.
1997).

Ante estos antecedentes, se decidid realizar el clonaje en el vector de
fusion pGex4T-2, en un intento de buscar el sistema de mayor estabilidad para la
produccién y purificacion de las proteinas recombinantes. El sistema fue utilizado
tanto para la produccion de los factores neurotroficos (GDNF y BDNF) como de
la fusion de los mismos al fragmento C de la toxina tetanica (TTC). Se considero
necesaria la produccion de los factores neurotréficos sin fusionar a TTC debido a

que a pesar de que estos pueden conseguirse comercialmente, el hecho de
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purificarlos del mismo modo que las fusiones a TTC los haria controles méas

idéneos en los futuros estudios de funcionalidad.

Sin embargo, tal y como ha sido descrito previamente, los factores
neurotroficos (GDNF y BDNF) se producen en forma de proproteinas para
posteriormente ser proteolizados a formas maduras, siendo estas las formas
activas de los mismos (Leibrock y cols. 1989; Lin y cols. 1993). En un futuro, si
nuestras proteinas resultan funcionales, se pretende que dichos factores sean
producidos por células eucariotas tras la inyeccién de DNA desnudo. Por esta
causa, del mismo modo que nos planteamos el estudio de la produccion y
reconocimiento de las proteinas en forma madura, creimos conveniente realizarlo

también en la forma de proproteinas.

4.1.1 MUTAGENESIS DIRIGIDA MEDIANTE PCR.

Antes de establecer la estrategia de clonaje fue necesario determinar los
sitios de restriccion presentes en los vectores de expresion procariota, sobre los
que se iba a realizar el clonaje final de nuestras moléculas. En el caso de pGex4T-
2, los sitios de restriccion compatibles eran BamHI, EcoRI, Smal, Sall, Xhol y
Notl (Figura 3.5.). Para las proteinas de fusion se utiliz6 el vector pGex4T-2 con
el cDNA de TTC (pGex TTC), que poseia los mismos sitios de restriccion que el

anterior excepto EcoRI (Figura 3.2.).

Tras secuenciar y digerir los plasmidos que contenian los cDNA de GDNF
proproteina y BDNF proproteina, se observaron sitios compatibles de clonaje,
tanto en el caso de GDNF (BamHI), como de BDNF (BamHI en el extremo 3" y
Notl en el extremo 57). No obstante, estos sitios no mantenian el correcto marco
de lectura de nuestras proteinas si eran insertados directamente en pGex 4T-2.
Este hecho nos obligd a la modificacion de los sitios mediante mutagénesis
dirigida por PCR.

En todos los casos, se eligio en la region 5° BamHI como sitio de

restriccion, debido a su posicion en el extremo del polilinker. De este modo, se

128



4. Resultados v discusion

evitaba en la traduccién de la construccion final que delante del primer
aminoacido de la secuencia proteica obtenida, aparecieran aminoacidos
correspondientes al polilinker del vector. Ademas, en el caso del vector pGex-
TTC, debido a que la insercion debia realizarse en el extremo 5°del cDNA de
TTC, el Unico sitio de restriccion posible también fue BamHI (Figura 3.2.). Otra
modificacion necesaria de los factores neurotroficos fue suprimir el codon stop,

para su clonaje en el vector pGex-TTC.

En el caso de las formas de preproteinas, los oligonucle6tidos
correspondientes al extremo 5  fueron disefiados de modo que hibridaran
comenzando a partir del primer codon del cDNA de partida. En el caso de las
formas maduras, se disefiaron oligonucle6tidos que hibridaran a partir del primer
codon que codifica estas formas (en el caso de GDNF a 231 pb. de la primera base
del cDNA y a 384 pb. en el caso de BDNF). Debido a que estas formas maduras
son obtenidas en estado fisiologico por proteolisis y no contienen metionina, no se
incluyd un codon correspondiente a este aminoacido, aprovechando para el inicio
de la transcripcion la metionina de la glutation-S-transferasa. De este modo,
pretendemos que las proteinas recombinantes maduras, producidas en los vectores
de expresion, reflejen de modo mas aproximado la situacion fisioldgica. En el

siguiente esquema queda resumida la estrategia mencionada:

Oligonuclettido 5'para la Oligonuclettido 5'para la
forma proproteina forma madura
ﬁ ﬁ

cDNA de factor neurotréfico (forma proproteina)

—

Oligonucleotido 3 para la forma
proproteina y madura con o sin codon
stop (para fusiona TTC)

Una vez realizada una descripcién general, pasaremos a exponer de forma
particular la estrategia para las proteinas maduras y de fusién. En primer lugar
describiremos la realizacion de las proteinas recombinantes que contienen GDNF.
Fueron 4 las obtenidas: GDNF proproteina (Gp), GDNF madura (Gm), GDNF
proproteina fusionada a TTC (GpT) y GDNF madura fusionada a TTC (GmT).
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El plasmido de partida fue el pcDNA 3.1.- GDNF proproteina, que posee
la secuencia del propéptido. En el caso de Gp, fue necesaria la introduccion de un
sitio de restriccion BamHI en el extremo 5 del gen (GDNF5), delante del codon
de iniciacion de lectura. En el extremo 3fueron 2 los cebadores utilizados que
introducian, un sitio BamHI (GDNF4) o Notl (GDNFpas2):

Met
GDNF 5: 5 CCGCGTGGATCCATGAAGTTATGGGAT 3
BamHI
Stop
GDNF pas2: 5 TCCTGGGCGGCCGCTCAGATACATCCAC 3
Notl
Stop
GDNF 4: 5 TCCTGGGGATCCTCAGATACATCCAC 3
BamHI

Para Gm, la estrategia seguida fue idéntica en el extremo 3". En el extremo
5°del cDNA, se introdujo el oligonucleétido GDNF3 que hibridaba con la base
231 del cDNA. Este cebador evitaba la zona del cDNA correspondiente al
propéptido, e introducia un sitio de restriccion para BamHI, eliminando a la vez la

metionina:

GDNF 3: 5 CCGCGTGGATCCTCACCAGATAAACAA 3
BamHI

Para realizar la fusion GpT, fue necesaria la eliminacion del codon de
parada del neurotrofico, para lo cual se sintetizd un nuevo cebador (GDNFR2)

que hibridase con la parte 3"del gen:

Modificacién de codon stop
GDNF R2: 5" GAATTCGGATCCAAGCCATGGTCCGATACATCC 3
BamHI

En el caso de la proteina GmT, la estrategia fue similar, manteniendo en el

extremo 5” las modificaciones descritas para Gm.
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En el caso de las proteinas recombinantes que contienen BDNF, fueron de
nuevo 4 las obtenidas: BDNF proproteina (Bp), BDNF madura (Bm), BDNF
proproteina fusionado a TTC (BpT) y BDNF madura fusionado a TTC (BmT). El
plasmido de partida utilizado en este caso fue pcDNA 3.1-BDNF que contiene la

secuencia del propéptido.

En el caso de Bp, se realizé una estrategia similar a Gp introduciendo en el
extremo 3° (BDNF2) el sitio de restriccion EcoRl y en el 5° (BDNF4) el sitio de
restriccion BamHl:

Met
BDNF 4: 5 CCGCGTGGATCCATGACCATCCTTTTC 3
BamHI
Stop
BDNF 2: 5 CCCGGGGAATTCTCATCCCCTTTTAAT 3
EcoRl

Para Bm, se utilizo el mismo cebador que Bp en el extremo 3" (BDNF2) y
un nuevo cebador en el extremo 5° (BDNF1) que hibridaba con la base 384 del
cDNA, eliminando la secuencia del propéptido y el codon de metionina a la vez

que introducia un sitio BamHI:

BDNF 1: 5 CCGCGTGGATCCCACTCTGACCCTGCC 3
BamHI

En el caso de BpT, se eliminé el codon de parada y se introdujo un sitio
BamHI en el extremo 3" (BDNF3), utilizando como oligonucleétido del extremo
5" el utilizado para Bp (BDNF4):

Modificacion de codon stop
BDNF 3: 5 CTGGGGATCCTCTTCCCCTTTTAAT 3
BamHI

Finalmente y en el caso de BmT, se realizo la misma estrategia que en

BpT, conservando las modificaciones del extremo 5realizadas en Bm.
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4.1.2. CONSTRUCCIONES FINALES OBTENIDAS

Una vez obtenidos los fragmentos de PCR por mutagénesis dirigida, fue
necesario su clonaje en vectores especificos para producto PCR. Tras la etapa
intermedia, se clonaron los vectores de expresion procariotas en bacterias
competentes, por el método quimico y por electroporacion, no observandose
mejores eficacias por un método u otro. Para la clonacion tanto de los productos
PCR, como de los vectores de expresion, se utilizaron distintas cepas de E. Coli
(DH50,; TOP10F"; JM109), siendo la cepa DH5a la que mejores resultados
produjo como algunos autores han descrito
(http://www.vetmed.lsu.edu/vmp/genelab/sequence.tips.html#Host%20Strain%20
Recommendations). Como puede observarse, la naturaleza de la cepa bacteriana
puede influir en la eficacia de las transformaciones realizadas (Peacock y cols.

1981). Un esquema de la estrategia de clonaje puede observarse en la Figura 4.1.

La deteccion de los clones positivos, se realizé en primer lugar por boiling
PCR. La disposicién de los oligonucledtidos, uno externo al inserto de interés
(pGex5), y otro interno (GDNF R2 y BDNF 2), nos indicaria la presencia del
inserto, y la correcta orientacién del mismo. Este paso se realizé debido a que en
el caso de la utilizacion de una sola enzima de restriccion, la insercion inversa del

fragmento era frecuente

4.1.2.1. FACTOR GDNF EN SUS FORMAS DE PROPROTEINA'Y
MADURA.

Tras la amplificacion de GDNF proproteina con los oligonucleotidos
GDNF 5 y GDNF 4, se intentd el clonaje en pGem con la enzima BamHI. Sin
embargo al pasar al clonaje en el vector de pGex 4T-2, y tras el testaje mediante
boiling PCR, en ningun momento se obtuvieron colonias positivas con el inserto
en la direccion adecuada. Para evitar ese problema se penso en la utilizacion de
oligonucleétidos que introdujeran distintos sitios de restriccion en la parte 5’y en
el 3". Para ello el cebador GDNF4 fue sustituido por GDNF pas2 con el fin de

conseguir el sitio de restriccion Notl. Esta Gltima estrategia permitio la obtencién
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de GDNF proproteina en

observarse en la Figura 4.2.
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el vector pGex 4T-2. El plasmido final puede

Iac Iq

PBE312 on

Ptac

trombina
BamHI 231

- EcoRI 123%
pGexGp GDNFp

5582 bp

Hotl 1574

Amp

Figura 4.2.- Mapa de restriccion de la construccion genética
conteniendo el cONA de GDNF en forma de proproteina, en el vector de
expresion procariota pGex 4T-2.

lagqlg

pBr312 ori

Ptac

BamHI 231
EcoFI 1008
_’_,_r"

tromhbinan
GDNFm

pGex G
5351 bp

Hotl 1343

Amp

Figura 4.3.- Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo
el cDNA de GDNF en forma madura, en el vector de expresion

procariota pGex 4T-2.
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Similares resultados fueron obtenidos cuando se intentd clonar GDNF
madura con GDNF 3 y GDNF4. Como en el caso anterior, GDNF4 fue sustituido

por GDNFpas2. El plasmido final puede observarse en la figura 4.3.

4.1.2.2. FACTOR BDNF EN SUS FORMAS DE PROPROTEINA Y
MADURA.

El clonaje de estas proteinas se realizd mediante la utilizacion de las
enzimas restriccion BamHI y Notl, tanto en pGem-T Easy como en pGex 4T-2.
Los mapas genéticos de los plasmidos conteniendo BDNF proproteina y BDNF

madura se observan en las Figuras 4.4 y 4.5. respectivamente.

]ﬂclq tromhina

pGexBDNFp
5710 bp

Khel 1696

pBR322 Motl 1702

Amp

Figura 4.4.- Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo el
cDNA de BDNF en forma de proproteina, en el vector de expresion
procariota pGex 4T-2.
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Ptac
GST
EamHI 931
trombina
laclg BDNFm
pGexBDNFm - FeoRl 1287
5326 bp Sall 1307

Hotl 1313
Zhol 1312

pBR322ori

Figura 4.5.-Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo el
cDNA de BDNF en forma madura, en el vector de expresion procariota
pGex 4T-2.

4.1.2.3. FACTOR GDNF EN SUS FORMAS DE PROPROTEINA'Y
MADURA FUSIONADO A TTC.

Tras la amplificacién los fragmentos obtenidos de GDNF proproteina
(GDNF 5y GDNF R2) y GDNF madura (GDNF 3 y GDNF R2) para fusionar a
TTC, se clonaron en el vector pGem y posteriormente en el vector pGex-TTC.
Como en el caso anterior, la correcta direccion del inserto fue comprobada
mediante boiling PCR. A pesar de utilizar solamente una enzima (BamHlI), fue
posible la obtencién clones positivos, en una proporcion de 1 colonia de cada 8
con el inserto en el adecuado marco de lectura, frente a 1 colonia de cada 12 con
el inserto introducido en orientacion inversa. No podemos explicar porque esta
diferencia entre la utilizacion de pGex 4T-2 o pGex-TTC. Es posible que existan
interacciones estéricas en el primer caso que eviten el clonaje en el correcto marco
de lectura con un solo sitio de restriccion, las cuales desaparezcan al estar presente
la secuencia de TTC. Dicha secuencia podria aportar mayor longitud al vector
donde se va a realizar la insercion, de forma que aporte a su vez mayor

flexibilidad al mismo. Una vez seleccionados los clones positivos, se testaron los
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plasmidos mediante digestion y fue comprobada la secuencia. Los mapas de los

plasmidos pueden observarse en las Figuras 4.6. y 4.7.

Ptac

BamHI 231

lacIg
,EcoR1 1233

BamHI 1582

pBRE3212 ori

EcoRI 2705

Smal 3014
2all 3017

Hhal 3022

Hotl 3028

Figura 4.6.- Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo el
cDNA de GDNF en forma de proproteina fusionado a TTC, en el vector de
expresion procariota pGex 4T-2.

Ptac
GST
tromhbina
BamHI 931
laclq - EcaRI 1008
GDNFm EamHI 1351
pGexGmT
6805 bp
pBR322 ori
EcoRI 2474
Amp hal 2791
Hotl 2797

Figura 4.7.- Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo
el cDNA de GDNF en forma madura fusionado a TTC, en el vector de
expresion procariota pGex 4T-2.
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4.1.2.4. FACTOR BDNF EN SUS FORMAS DE PROPROTEINA Y
MADURA FUSIONADO A TTC.

En este caso la estrategia realizada fue similar a la descrita en el apartado
4.1.3.3. Como en el caso del factor neurotrofico GDNF, en sus formas de
proproteina y madura, la existencia de un solo sitio de restriccién permitié un
clonaje adecuado. De este modo se obtuvieron los mapas definitivos de estas

construcciones que se pueden observar en las figuras 4.8.y 4.9.

laclIg

- BamHI 16584

pGexBDNFpTTC

7138 bp
pBR322ori

Ehol 3124
Hotl 3130

Figura 4.8.- Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo
el cDNA de BDNF en forma de proproteina fusionado a TTC, en el vector
de expresion procariota pGex 4T-2.
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Ptac

BamHI 931
BDNFm
- BiamHI 1294

laclqg

pGexBDNFmITC
6748 bp
pBR322

Zhol 2734
Hotl 2740

Figura 4.9.- Carta de restriccion de la construccion genética conteniendo
el cDNA de BDNF en forma madura fusionado a TTC, en el vector de
espresion procariota pGex 4T-2.

Por ultimo en la Figura 4.10. puede observarse la imagen de las distintas
construcciones al digerirse con las enzimas BamHI y Notl. Estas enzimas de
restriccion sueltan el inserto de los plasmidos. En el caso de las proteinas de

funcion, ambas partes (neurotréficos y TTC) son separadas.

Finalmente, y como comprobaciéon final, se secuenciaron los clones
positivos, comprobando la correcta insercion en el marco de lectura necesario para
su posterior traduccion, tal y como ha sido descrito en el apartado de material y

metodos.
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1.018 pb
506/517 pb

1.018 pb
506/517 pb

Figura 4.10.- 1 : pGex GDNF (381 pb); 2 : pGex GDNF proproteina (612 pb); 3 :
pGex GDNF madura — TTC (381 pb GDNFm y 1472 pb TTC); 4 : pGex GDNF
proproteina- TTC (612 pb GDNFp y 1472 pb TTC); 5 : pGex BDNF madura (356
pb); 6 : pGex BDNF proproteina (740 pb); 7 : pGex BDNF madura-TTC (356 pb
BDNFm y 1472 pb TTC); 8 : pGex BDNF proproteina-TTC (740 pb BDNFp y

1472 pb TTC), M :Marcador de talla 1 Kb.

4.2. PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES.

Antes de pasar a la exposicion particular de cada una de las proteinas
obtenidas, realizaremos una descripcion general de la puesta a punto de la

extraccion.

4.2.1. PUESTA A PUNTO DE LA EXTRACCION PROTEICA.

Para la optimizacion de la extraccion de proteinas recombinantes, en
nuestro laboratorio, fue utilizada la proteina B-galactosidasa fusionada a TTC

(pGex-LacZ-TTC) (Coen y cols. 1997). Dicha proteina preenta la caracteristica de
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su facil deteccion por una reaccion enzimatica que es indicativa de su integridad.
Caracteristica que permite comprobar de forma sencilla, el efecto sobre la proteina
recombinante de los distintos tratamientos realizados. Con el fin de aumentar la
cantidad de proteina producida se realizaron distintas pruebas que detallaremos a

continuacion.

Las condiciones de induccion del cultivo bacteriano fueron las descritas
por la casa comercial. Existen trabajos que demuestran para el caso de GDNF en
vectores de fusion a Glutation-S-Transferasa, que al variar dichas condiciones, no

existen mejoras en la produccion (Liew y cols. 1997).

Figura 4.11.- Actividad de la proteina B-galactosidasa (color azul) tras la
extraccion de LacZ-TTC obtenida con distintos tiempos de sonicacion A:
pulsos de 5 minutos donde se observa poca actividad enzimética; B:
pulsos de 10 segundos con mayor actividad enzimatica.

La ruptura de las bacterias mediante ultrasonidos fue el primero de los
parametros tratados. Como se ha descrito en el apartado material y métodos, dos
condiciones fueron utilizadas variando el tiempo de la duracion del pulso, desde
minutos a segundos. Queriamos comprobar si un mayor tiempo implicaba una
mayor ruptura bacteriana y un aumento en la produccién de proteina recombinante
activa. Sin embargo, tal y como se observa en la Figura 4.11. la actividad
enzimatica de la proteina recombinante LacZ-TTC fue muy superior en el caso de
la aplicacion de ultrasonidos con menor tiempo. La pérdida de actividad puede ser
atribuida a la desnaturalizacién de la proteina tras el calentamiento de la muestra.
Por tanto, se determino el método de sonicacion como tres pulsos de 10 segundos
de ultrasonidos, seguido de una incubacion en hielo durante 30 segundos para el

enfriamiento de la muestra.
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Durante el proceso de extraccion se observaron diferencias en la eficacia
de la extraccion dependiendo de la temperatura utilizada en el proceso de
digestion con trombina, tras la cromatografia de afinidad. Las condiciones
escogidas por su mayor rendimiento fueron una primera digestion a temperatura
ambiente durante 5 horas, y tras recoger el sobrenadante, una segunda proteolisis
a 4 °C durante toda la noche.

Se realizé también una comparacion entre las proteinas obtenidas por
ultrasonidos y French-Press, para conocer la eficacia en la ruptura bacteriana de
ambos métodos. Asi como en el caso de la produccion de la proteina LacZ-TTC,
la utilizacion de French-Press incrementaba en gran medida la produccién frente a
los ultrasonidos, no ocurrié lo mismo en el caso de los factores neurotroficos y sus
fusiones a TTC. Una de las posibles causas podra ser que el tamafio de LacZ-TTC
(150 kDa) dificulte su obtencion mediante ultrasonidos, frente a un método por
presion, no siendo el caso de las proteinas estudiadas en el presente trabajo, donde

las mayores tallas esperadas son de 80 kDa.

Una vez puesto a punto el protocolo a utilizar mediante ultrasonidos, se
procedié a la produccion y purificacion de las distintas proteinas de interés:
GDNF madura, GDNF madura-TTC, GDNF proproteina, GDNF proproteina-
TTC, BDNF madura, BDNF madura-TTC, BDNF proproteina y BDNF
proproteina-TTC.

4.2.1.1. CONCENTRACION DE LA PROTEINA

El incremento de la concentracion de la proteina fue realizado mediante
filtracion. Los factores estudiados fueron: los distintos tamafios de poro de las

membranas de filtracion, el tiempo y velocidad de centrifugacion.

Debido al tamafio de las proteinas, el estudio fue realizado en dos grupos,
proteinas conteniendo los factores neurotréficos exclusivamente (15-30 kDa), y
proteinas conteniendo los factores neurotroficos fusionados al fragmento C de la
toxina tetanica (70-80 kDa).
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Para el primer bloque (tallas entre 15 y 30 kDa) se utilizaron en un primer
momento centricones de tamafio de poro de 10 y 3 kDa. Es decir, todas las
proteinas mayores de esta talla quedarian en la solucién recogida. A pesar de la
variacion de tiempo de centrifugacion (60 a 30 minutos) y de velocidad (8.000
r.p.m. hasta 5.000 r.p.m.), no se observé una concentracion adecuada. Una
explicacion de este hecho, es que las proteinas queden adheridas en la membrana
del centricon. Otro problema era que la presencia de proteinas bacterianas por el

tamafo de poro pequefio dificultase la recogida de proteina recombinante.

Ante estos resultados y en el caso de proteinas de tamafio de 30 kDa, se
planted la utilizacion de un tamafio de poro mayor (50 kDa). A pesar de que parte
de la proteina se perderia, se pretendié impedir la concetracion de las impurezas.
Desgraciadamente, a pesar de que las impurezas desaparecian, no se obtuvo una
mayor concentracion de la proteina de interés lo que nos hacia sospechar de nuevo

que la proteina quedase adherida a la membrana.

Similares resultados fueron obtenidos con las proteinas fusionadas a TTC
(70 kDa). Como en el caso anterior, cuando utilizabamos un tamafio de poro de 50
kDa, existia gran cantidad de impurezas, ademas de una falta de concentracion de
la proteina de interés (Figura 4.12.). En el caso de la utilizacion del Centricon-

100, tampoco se observaba un incremento en la concentracion.

- «
Figura 4.12.- Concentracion de GmT con centricon 50.A: proteinas
purificadas previa a concentracion. B: proteinas eliminadas tras la

concentracion con Centricon 50. C: proteinas concentradas. <«
Proteina recombinante GmT, ‘® Impurezas de proteinas bacterianas
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Nuestros resultados coinciden con otros estudios donde se ha descrito que
los sistemas de concentracién mediante filtracion, muestran una curva de
adsorcion por parte de la membrana correspondiente (Menguy y cols. 1998). Por
otra parte, se ha observado que tamafios superiores al tamafio molecular de la
proteina hacen que no sea retenida, mientras que tamafios inferiores promueven la

concentracion de otras proteinas bacterianas acompafantes, que no son de interés.

Para solucionar el problema de adhesion a la membrana, se decidio aplicar
un tratamiento a los distintos centricones con Tween 20 al 5%. Dicho
tratamiento resultd efectivo como podemos comprobar en la Figura 4.13.

concentrando la proteina recombinante, y sin acumular las impurezas.

kDa M 1 2 3 4 5 6
130 || —

Figura 4.13..- Proteinas recombinantes concentradas con centricon 50 tras
tratamiento con Tween 20. 1: GmT obtenido; 2: BmT obtenido; 3: GmT
concentrado; 4: BmT concentrado; 5: eliminado de filtrado GmT; 6: eliminado
de filtrado BmT; M: Marcador de talla.

4.2.1.2. CUANTIFICACION DE LA PROTEINA

Como ha sido descrito, para la cuantificacion de las proteinas
recombinantes extraidas se utilizaron el método Bradford y el método BSA. Sin
embargo, debido al riesgo de que en las extracciones proteicas obtenidas se
observase la presencia de impurezas bacterianas, se considero la posibilidad de
utilizar otro método que permitiese la visualizacion de la banda de interés. Asi se
realizd la estimacion por comparacion visual de las bandas obtenidas de las
proteinas recombinantes con una recta patron de albumina sérica bovina (BSA)
en geles tefiidos con Coomassie. Un ejemplo de una recta patron de BSA en geles

de Coomassie puede observarse en la Figura 4.14.
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kDa M 1 2 3 4 5 6 7
77
V-
50 o

34,3|

Figura 4.14.- Gel tefiido con azul de Coomassie.1l: 1ng/ul de BSA; 2 :
5ng/ul de BSA; 3 : 10 ng/ul de BSA; 4 : 50 ng/ul de BSA; 5 : 100
ng/ul de BSA; 6 : 500 ng/ul de BSA; 7 : 1 pug/ul de BSA; M: marcador
de talla.

4.2.1.3. PRODUCCION DEL ANTICUERPO CONTRA TTC

Debido a que el unico anticuerpo para el fragmento C de la toxina tetanica
disponible en casas comerciales era de muy mala calidad, se plante6 la produccion
de uno nuevo. Para ello, se estudié en colaboracion con la compafiia Eurogentec
la secuencia aminoacidica del fragmento C de la toxina teanica, observando los
posibles epitopos que presenta. La proteina presentaba cuatro epitopos
interesantes:

aay 449-453: CDWYFVPTDEGWTND-COOH
aay 241-256: CKALNPKEIEKLYTSY-CONH2
aay 218-232: ITLKLDRCNNNNQYV+ C
aay 397-411: KTYSVQLKLYDDKNA+ C

El protocolo propuesto consistia en una doble inmunizacion. Los dos

epitopos que se decidieron utilizar fueron:

aay 449-453: CDWYFVPTDEGWTND-COOH
(correspondia a la parte C-terminal del fragmento C)
aay 218-232: ITLKLDRCNNNNQYV+C

(correspondia a la parte N-terminal del fragmento C)
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Se sintetizaron dichos péptidos y se comprobaron mediante cromatografia
liquida (HPLC). Posteriormente, se inmunizaron dos conejos con estos péptidos,
recogiéndose los sueros a tiempos de una semana, un mes y tres meses. Los

anticuerpos obtenidos se denominaron SP48 y SP49.

4.2.2 . PROTEINAS RECOMBINANTES OBTENIDAS.

En este capitulo, mostraremos las proteinas recombinantes obtenidas,

describiendose al mismo tiempo cada neurotrofico y su fusion.

4.2.2.1. GDNF MADURA Y GDNF MADURA —TTC

Los pesos moleculares indicaron de las proteinas obtenidas fueron los
esperados, para GDNF madura, el peso molecular de 15 kDa descrito en la
literatura (Lin y cols. 1994), y para TTC, un peso molecular de 50 kDa (Schiavo y
cols. 1990). La fusion de GDNF madura a TTC, tal y como se esperaba presentd
una talla de 70 kDa (Figura 4.15.)

1 2 3 M kDa

-“

> e 78
> -
39,1
31,8
— 17,6
P com— ————

Figura 4.15.- Visualizacion de las proteinas recombinantes
mediante tincion con azul de Coomassie en gel de acrilamida. 1:
Gm; 2: GmT; 3: TTC; M: marcador de talla.
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La proteina GDNF fue identificada mediante anticuerpos: uno realizado en
conejo y otro en pollo. Se observd, que si bien el anticuerpo producido en pollo

era menos sensible en la deteccidn, resultaba mas especifico que el de conejo.

Como puede observarse en la figura 4.16. tanto el factor neurotrofico,
como su fusion, reaccionan especificamente con el anticuerpo. Como era de
esperar, los controles negativos, TTC y la albimina sérica bovina, no dieron
ninguna sefial. El control, GDNF recombinante comercial, dio la sefial esperada.
En GDNF maduro obtenida con pGex4T-2, podemos observar una sefial a una
talla de 30 kDa, la cual también es encontrada por otros autores, y que se ha
propuesto podria corresponder al dimero de la molécula (Lin y cols. 1993; Lin y
cols. 1994).

kDa 1 2 M 3 4 5 6
77 b - :

50 -
34,3 e
28,8 S
20,7

Figura 4.16.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante western
blotting con el anticuerpo contra GDNF, revelado con ABC-peroxidasa. 1y
2: GmT; 3: GDNF madura comercial; 4: TTC; 5: BSA; 6: Gm; M: marcador
de talla

También se realizé la identificacion mediante anticuerpos del fragmento C
de la toxina tetanica (Figura 4.17.). Los dos anticuerpos fueron utilizados (SP48 y
SP49) observando para ambos resultados similares. Como puede observarse en la
Figura 4.17., en el caso del fragmento C la proteina presenta la talla esperada (50
kDa). Cuando se realizaba la deteccion de la proteina de fusion GDNF madura-
TTC, ademas de la proteina de la talla esperada de 70 kDa, aparecen otras bandas
de menor talla. Se considera que una falta de especificidad del anticuerpo podria
explicar la banda de 34,3 kDa, ya que también aparece en TTC. Sin embargo, la

banda de 50 kDa podria corresponder con la talla del fragmento C, la cual podria
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ser obtenida por un proceso de degradacion en el punto de uniéon de las dos

moléculas, tal y como ha sido descrito para LacZ-TTC (Coen y cols. 1997).

La doble banda observada en la talla de 50 kDa en el caso de TTC,
repetida para la proteina de fusion, ha sido descrita por otros autores para este
fragmento, y parece ser causada por la presencia de puentes disulfuro (Helting y
Zwisler 1977).

KDa_M__1 2 3
T

50 —  ——
34,3 —

Figura 4.17.-Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
western blotting con el anticuerpo contra TTC (SP48), revelado con
ABC-peroxidasa. 1: GmT; 2: TTC; 3: Gm; M: marcador de talla.

Respecto a la cantidad de proteina obtenida, se obtuvieron 500 ul. de
solucion, conteniendo las proteinas a una concentracion de 30 ug /ml para GDNF
madura y de 10 pg / ml. para GDNF madura-TTC. Como puede observarse, la
eficacia del método no es alta. Este resultado concuerda con los obtenidos por
otros autores que observan producciones similares. La explicacién de la baja
eficacia (independientemente del plasmido y estrategias utilizadas) es la
formacion de cuerpos de inclusion (Liew y cols. 1997). Estos cuerpos se ven
disminuidos cuando la proteina producida es de naturaleza bacteriana, como es el

caso de la purificacion del fragmento C de la toxina tetanica.
Este hecho se agrava cuando GDNF se encuentra fusionado a TTC. Una

posible explicacion de esta disminucién, puede ser el aumento de tamafio de la
proteina, tal y como ha sido descrito para LacZ-TTC (Coeny cols. 1997).
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4.2.2.2. BDNF MADURA Y BDNF MADURA —TTC

Los pesos moleculares, de las proteinas obtenidas, fueron los descritos en
la literatura, tanto en el caso de la proteina recombinante BDNF (Leibrock y cols.
1989) como de la proteina TTC (Schiavo y cols. 1990). En el caso de la fusion de
la proteina BDNF madura con el TTC, se obtuvo la talla esperada de unos 70 kDa
(Figura 4.18.).

Se realizaron Western Blotting para la identificacion de las proteinas
obtenidas donde se utilizaron anticuerpos producidos en pollo y en conejo contra
las proteinas con BDNF, asi como los anticuerpos contra TTC anteriormente
mencionados.

kDa M 1 2 3
78 se >
>
39,1
31,8

17,6 | 2

Figura 4.18.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
tincion con azul de Coomassie en gel de acrilamida. 1: TTC; 2: Bm;
3: BmT; M: marcador de talla.

Para la identificacion de la proteina BDNF, el anticuerpo producido en
conejo mostré mejores condiciones tanto de sensibilidad, como de especificidad

frente al de pollo.
Se puede observar como la proteina recombinante BDNF madura, muestra

la talla adecuada y es identificada por el anticuerpo para la misma (Figura 4.19.).

No se observo marcaje en el caso de la proteina TTC, ya que no presenta epitopos
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para el anticuerpo. En el caso de la proteina de fusion entre BDNF maduray TTC

es reconocida por el anticuerpo a la talla esperada (alrededor de 70 kDa).

1 2 3 M kbDa
=77

—20,7

Figura 4.19.- Visualizacion de las proteinas recombinantes
mediante western blotting con el anticuerpo contra BDNF,
revelado con ABC-peroxidasa. 1: Bm; 2: TTC; 3: BmT; M:
marcador de talla.

Del mismo modo que en el apartado anterior, se realizo la identificacion
del fragmento C de la toxina tetanica (Figura 4.20.). De nuevo, se utilizaron los
dos anticuerpos (SP48 y SP49) observando también resultados similares para
ambos. En el caso del fragmento C en solitario, se observa la proteina de la talla
esperada (50 kDa). Cuando realizamos la deteccion de la proteina de fusidn
BDNF madura-TTC, observamos diferentes bandas. Ademas de la banda esperada
de 70 kDa, se repite como en el caso de GDNF madura-TTC las bandas a 34,3
kDa y 50 kDa. Dichas bandas, como se ha comentado, podrian ser debidas a
procesos de degradacion o a la inespecificidad del anticuerpo. Como era de
esperar, en el caso de la proteina BDNF madura en solitario no se observa la

presencia de ninguna banda.

kba M 1 2 3 4

[
50 ||—

34,3 [|—

Figura 4.20.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
western blotting con el anticuerpo contra TTC (SP48), revelado con
ABC-peroxidasa. 1: Bm; 2: BmT; 3: TTC; 4. BmT; M: marcador de
talla.
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Las cantidades de proteina obtenida fueron similares al caso anterior, 500
ul. de solucidn, conteniendo las proteinas a una concentracion de 30 pg /ml para

BDNF maduray de 10 ug / ml. para BDNF madura-TTC.

4.2.2.3. GDNF PROPROTEINA Y GDNF PROPROTEINA —TTC

Del mismo modo que se produjeron las proteinas recombinantes
conteniendo los factores neurotréficos en su forma madura, se procedié a la

extraccion de los factores neurotréficos en su forma de proproteina.

En la purificacion de las formas de proproteinas se encontraron mayores
dificultades que la de las formas maduras. Como puede observarse en la Figura
4.21., la proteina esperada a la talla adecuada (30 kDa) mostr6 muy baja
concentracion (no observable en el gel tefiido con Coomassie ni con plata). Para

su observacion fue necesaria la realizacion de western blotting (Figura 4.22.).

kDa M 1 2 3 4
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<
50
34,3 <
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<

Figura 4.21.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante tincion
con azul de Coomassie en gel de acrilamida.1: Gm; 2: TTC; 3: Gp; 4: GmT; M:
marcador de talla.
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Figura 4.22.-Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
western blotting con el anticuerpo contra GDNF, revelado con
ABC-peroxidasa. 1: Gp; M: marcador de talla.

Como en el caso de las proteinas maduras, la baja expresion de la proteina
proGDNF, puede deberse a la formacion de cuerpos de inclusion, quizas
aumentada por la presencia del propéptido. Por una parte, la proteina presentara
mayor tamafio. Por otra, los nuevos aminodcidos presentes, pueden generar

nuevos sitios de interaccion que induzcan a la formacion de estos cuerpos.

Ambos efectos se verian incrementados al fusionar la proproteina a TTC.
Efectivamente, no fue posible el aislamiento de la proGDNF-TTC en el sistema
pGex4T-2.

4.2.2.4. BDNF PROPROTEINA Y BDNF PROPROTEINA - TTC

Los resultados obtenidos, respecto a la cantidad de proteina obtenida,
fueron similares a los obtenidos con las formas correspondientes en GDNF. En
las purificaciones observadas en geles tefiidos con azul de Coomassie, no se
observa una banda prioritaria de la proteina BDNF proproteina obtenida (Figura
4.23)).
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Figura 4.23.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
tincion con azul de Coomassie en gel de acrilamida.1l: Gp; M: marcador

de talla.

Tras la identificacion de la proteina mediante western blotting (Figura
4.24.), sorprendentemente, la banda que reacciond en este caso no fue la
correspondiente a los 30 kDa esperados, sino una talla superior (60 kDa). Esto
podria explicarse por la interaccién de la proteina esperada con algin resto

bacteriano, que la hace presentar un tamafio mayor, o por la formacion de dimeros

de la molécula.

1 M kDa

— 45,7
o 32,5

Figura 4.24.- Visualizacion de las proteinas recombinantes
mediante western blotting con el anticuerpo contra BDNF,
revelado con ABC-peroxidasa. 1: Bp; M: marcador de talla.

Como en el caso anterior, la proteina de fusién entre BDNF proproteina

fusionada a TTC no pudo ser obtenida.

Ademas de estas dificultades en la extraccion de las formas de
proproteinas y sus fusiones, en el momento de la purificacién, fue publicada la

revision por Moses V. Chao donde describia una nueva propiedad de las formas
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proproteinas de los factores neurotréficos (Chao y Bothwell 2002). En dicha
revision, se sefiala la capacidad de estas formas de los factores neurotroficos,
hasta entonces desconocida, de activar el receptor p75NTR, y por tanto de inducir
a apoptosis celular (Lee y cols. 2001). Debido a que el objetivo del presente
trabajo es la basqueda de moléculas con caracteristicas antiapoptoticas, se decidid
la paralizacion de la produccion de estas formas de las proproteinas. No obstante

dichas moléculas podran ser estudiadas en un futuro para nuevas aplicaciones.

Ademas, como se ha explicado al principio del capitulo 4.1., el mayor
interés de las formas de proproteinas de los factores neurotroficos, era su
utilizacion en un futuro en vectores de DNA desnudo. Tal y como hemos
expuesto, las proteinas de fusion a TTC estan ya secuenciadas en el correcto

marco de lectura y posteriores estudios seran realizados.

4.3. ESTUDIOS FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS DE
FUSION (BDNF-TTC Y GDNF-TTC).

Para comprobar el mantenimiento de la funcionalidad de los factores
neurotroficos fusionados al fragmento C de la toxina tetanica, se realizaron
distintas pruebas que se describen a continuacion. Por otra parte, la funcionalidad
del fragmento C de la toxina tetanica, es decir el estudio de su transporte

retroégrado a las motoneuronas, también fue abordada.

4.3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CASPASA 3

En el apartado de revision bibliografica se ha demostrado el importante
papel que las caspasas 1 y 3 juegan en la enfermedad de la Esclerosis Lateral
Amiotrofica. Se ha sugerido que la inhibicion de su actividad podria ser una de las
vias en el posible tratamiento de esta enfermedad (Li y cols. 2000). Por otra parte,
la inhibicion de estas caspasas por adicion de los factores neurotréficos (BDNF,
GDNF, CNTF, etc.) ha sido descrita. Parece demostrado que su inhibicién por los

factores neurdtroficos se lleva a cabo por la activacion de la ruta de los miembros
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de la familia IAP/ITA, inhibidores a su vez de la activacion de la caspasa 9y por
tanto de las caspasas 3, 6 y 7(Sendtner y cols. 2000). Debido a estos hechos, se
propuso demostrar que las proteinas de fusion inhibian la actividad de la caspasa-

3 en cultivos neuronales.

Ante estos antecedentes, se planted el observar el efecto de las proteinas de
fusion en la actividad caspasa-3 sobre cultivos celulares. En un primer momento,

cultivos primarios de médula espinal de ratones fetales fueron utilizados.

Por otra parte, habia sido demostrado que, en cultivos similares en pollo, la
adicién de trombina provocaba muerte celular programada y activacion de
caspasa-3 (Turgeon y Houenou 1999).Se realizaron experiencias que validaran un

modelo de apoptosis neuronal en cultivos primarios.

Sobre cultivos sin adicionar trombina no se observé disminucion en la
actividad caspasa-3 cuando fueron incubados con BmT o GmT durante 48 horas.
Tampoco se observaron diferencias al inducir apoptosis mediante la utilizacion de

trombina.

Para explicar este resultado se procedié a la caracterizacién de dichos
cultivos primarios. Se realizaron inmunocitoquimicas de los cultivos con una
bateria de diversos anticuerpos caracteristicos de distintas poblaciones neuronales.
Se observé que los cultivos se encontraban enriquecidos en astrocitos, frente a
una pobre poblacion de motoneuronas y neuronas colinérgicas como puede verse
en la Figura 4.25. Las experiencias realizadas en pollo eran cultivos enriquecidos

en motoneuronas (Turgeon y Houenou 1999).
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Figura 4.25. Inmunicitoquimica sobre cultivos primarios de médula espinal de
ratones fetales. A: anticuerpo GFAP, identificacion de astrocitos (color verde); B:
anticuerpos Chat, identificacion de neuronas colinérgicas (color azul) y neun,
marcador especifico de nucleos (color rojo).

Como puede apreciarse en la Figura 4.25. los cultivos obtenidos se
encontraban muy enriquecidos en astrocitos. Una posible explicacién, para la falta
de efecto tanto de las proteinas de fusiébn como de la trombina, seria que estas

celulas secreten alguna, o varias proteinas que inhiban la accion de los mismos.

Ante esta posibilidad se busco un nuevo modelo in vitro, la linea celular
Neuro 2A, derivada de un neuroblastoma de raton. La actuacion de la trombina
sobre ésta linea celular habia sido ya demostrada (Sarker y cols. 1999). Por otra
parte, estas células muestran receptores para algunos factores neurotréficos (NGF,
BDNF y NT-3) induciendo la supervivencia, diferenciacion morfoldgica y

estimulacién de la misma (Blanco y cols. 2001).

Se procedio a la induccion de procesos apoptoticos en dicha linea celular
mediante la adicion de 150 unidades de trombina por mililitro de cultivo. Ha sido
descrito que dicha dosis disminuye la viabilidad celular de la linea (Sarker y cols.
1999). Sin embargo, tras adicionar esa dosis, la actividad caspasa-3 en los
extractos proteicos de los cultivos fue nula. Tras la visualizacion de los pocillos
mediante un microscopio invertido, se apreci6 como todas las células se
encontraban sueltas en el medio de cultivo, lo que indicaba la muerte de las
mismas. Por tanto, estaba justificada la ausencia de actividad caspasica en los

extractos celulares observados.
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Se habia comprobado que al adicionar la trombina se producia el efecto
sobre la viabilidad celular descrito por Sarker y cols, en 1999. Sin embargo, dicho
efecto conlleva una gran muerte celular, la cual no permite diferenciar los estadios
apoptoticos, objeto de estudio (activacion de caspasa-3). Se consideré que una
disminucién en dicha dosis, afectaria a la viabilidad, sin producir la muerte
masiva de las mismas. La dosis elegida, correspondia a la utilizada en la linea
NSC19 y que producia un aumento en la actividad caspasa-3 (Smirnova y cols.
1998). Dicha dosis fue de 6 unidades/ml de cultivo.

La medida de la actividad fue realizada durante las dos primeras horas de
incubacion a 37 °C en presencia del reactivo. A partir de este tiempo se establece
una meseta donde no es posible observar diferencias entre ninguna de las
muestras. Una vez obtenidas las medidas de fluorescencia, antes de analizar los
datos, éstos fueron corregidos para la fluorescencia enddégena del buffer y la
cantidad total de proteina en cada pocillo.

Se observaron diferencias en la actividad de la caspasa 3 en todos los
tiempos estudiados. Las tendencias fueron similares, llegando a ser significativas
en la adquisicion tomada a los 60 minutos. En la Tabla 4.1. podemos observar las
medias de los datos obtenidos de la adquisicion de la fluorescencia, junto a sus

desviaciones estandar. Estos datos se representan graficamente en la Figura 4.26.

Tiempo Neuro 2A Neuro 2A + trombin
(minutos) (n=3) (n=3)
30 0,08 + 0,04 0,13+ 0,05
60 0,12 + 0,02 0,19 + 0,04
90 0,19 + 0,09 0,24 + 0,02
120 0,22 + 0,08 0,23 + 0,03

Tabla 4.1.- Media y desviacion tipica de la medida de la actividad caspasa 3
a distintos tiempos de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro 2A. La
medida fue realizada en cultivos sin degenerar o sometidos a degeneracion
mediante la adicion de 100 nM de trombina durante 48 horas.
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Figura 4.26.- Representacion grafica de la medida de la actividad caspasa
3 a distintos tiempos de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro
2A(n=3). La medida fue realizada en cultivos sin degenerar o sometidos a
degeneracion mediante la adicion de 100 nM de trombina durante 48
horas.

Una vez validado nuestro modelo in vitro, se realizo la adicion de las
proteinas de fusion sobre los cultivos de Neuro2A, con y sin trombina. La medida

de la actividad caspasa-3 fue realizada a las 48 horas.

Tras adicionar las proteinas problema, los resultados obtenidos en el caso
de los cultivos celulares sin trombina son los mostrados en la Tabla 4.2. Su

representacion grafica se puede observar en la Figura 4.27.

Tiempo Neuro2A Neuro2A+ BmT Neuro2A+ GmT
(minutos) (n=3) (n=3) (n=3)
30 0,08 + 0,04 0,09 + 0,06 0,05 + 0,02
60 0,12 + 0,04 0,13 +0,04 0,09 + 0,04
90 0,19 + 0,09 0,18 + 0,04 0,13 +0,05
120 0,22 + 0,03 0,20 + 0,03 0,14 + 0,04

Tabla 4.2.- Media y desviacion tipica de la medida de la actividad caspasa 3
a distintos tiempos de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro 2A. La
medida fue realizada en cultivos sin degenerar, incubados con 3 ng/ml cultivo
de BmT o GmT durante 48 horas.

158



4. Resultados v discusion

0,35
Neuro 2A
0.3 1@ Neuro2A +BmT
Neuro 2A + GmT
0,25 ~+

Unidades relativas de fluorescencia

0,2

0,15 +

0,1

0,05 +
0

Tiempo de adquisicién de datos (minutos)

Figura 4.27.- Representacion grafica de la medida de la actividad caspasa
3 a distintos tiempos de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro 2
(n=3) A. La medida fue realizada en cultivos sin degenerar, incubados con
3 ng/ml cultivo de BmT o GmT durante 48 horas.

La tendencia mostrada es que BmT no presenta ningun efecto sobre la
actividad caspasa-3. Sin embargo, a pesar de no existen diferencias significativas
estadisticamente, GmT presenta la tendencia de disminuirla en los cultivos de la

linea celular Neuro 2A.

Los resultados obtenidos en los cultivos sobre los que se adiciond la droga,
junto a las moléculas quimeras, se observan en la Tabla 4.3. Su representacion

grafica puede observarse en la Figura 4.28.

Tiempo Neuro2A + Neuro2A+ BmT +  Neuro2A+ GmT +
(minutos) trombina (n=3) trombina (n=3) trombina (n=3)
30 0,13 +0,04 0,11 + 0,06 0,06 + 0,02
60 0,19 + 0,02 0,18 + 0,04 0,08 + 0,04
90 0,24 + 0,09 0,21 +0,04 0,11 + 0,05
120 0,23 + 0,08 0,22 + 0,03 0,10 + 0,04

Tabla 4.3.- Media y desviacion tipica de la medida de la actividad caspasa 3 a
distintos tiempos de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro 2A. La medida
fue realizada en cultivos sometidos a degeneracion mediante la adicion de 100
nM de trombina e incubados con 3 ng/ml cultivo de BmT o GmT, durante 48
horas.
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Figura 4.28.- Representacion gréfica de la medida de la actividad caspasa 3 a
distintos tiempos de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro 2A (n=3). La
medida fue realizada en cultivos sometidos a degeneracion mediante la adicion
de 100 nM de trombina y que se incubaron con 3 ng/ml cultivo de BmT o
GmT durante 48 horas.

Para la proteina BmT los resultados fueron similares a los observados en
los cultivos no degenerados. Sin embargo, en el caso de GmT se observé una

disminucion de la actividad caspasa-3, ésta vez estadisticamente significativa.

En la figura 4.29., se observa que GmT disminuye la actividad caspasa-3 a
niveles inferiores que la observada en cultivos sin adicionar trombina. Hasta
ahora, no se habia descrito que GDNF inhibiera la actividad caspasa-3 en esta
linea celular. Sin embargo, si se habia observado que al adicionar GDNF se
activaba su receptor RET (via dependiente de RET) y la cascada de sefales
intracelulares (Jing y cols. 1996). Del mismo modo en ausencia del receptor RET
(via independiente a RET), también son activadas las cascadas intracelulares al

adicionar el factor neurotrofico (Pezeshki y cols. 2001).
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Figura 4.29.- Representacion gréafica de la medida de la actividad caspasa 3 a 60
minutos de tiempo de adquisicion, en cultivos celulares de Neuro 2A. La medida
fue realizada en cultivos sin degenerar (Neuro 2A), sometidos a degeneracion
mediante la adicion de 100 nM de trombina (Neuro 2A+trombina) o sometidos a

dicha degeneracion e incubados con 3 ng/ml cultivo de GmT (neuro
2A+trombina+GmT)durante 48 horas.

Este resultado demuestra que GDNF-TTC presenta una disminucion de la
actividad caspasa-3 en la linea celular Neuro2A. Lo que indicaria que la proteina
presenta un efecto antiapoptotico incrementando cuando las células se encuentran

en proceso de degeneracion.

Contrariamente a lo esperado, ya que BDNF habia sido descrito como
promotor de la supervivencia celular (Blanco y cols. 2001), BDNF-TTC no
mostrd ningun efecto. Varias causas podrian explicar este fendmeno. La primera
es la pérdida de funcionalidad de la molécula al estar fusionada a TTC. La
segunda podria estar relacionada con la dosis administrada. También y de forma
més improbable, podria ocurrir que la supervivencia promovida por el
neurotréfico en dicha linea celular no quedaria reflejada en la via de disminucion
de caspasa-3. De hecho, en las experiencias realizadas sobre esta linea celular, se
ha estudiado el efecto de los neurotroficos sobre la viabilidad celular directamente
(Blanco y cols. 2001). Por ultimo, la trombina ha sido descrita como modificadora
de algunos receptores neuronales (Turgeon y cols. 1999). Es posible que dicha

proteina tuviese algun efecto sobre los receptores de la molécula de fusion BmT.
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Para responder estas cuestiones, nuevas experiencias fueron realizadas,
buscando nuevos modelos de induccion y de medida temprana de apoptosis, a

diferentes dosis de proteina adicionada.

4.3.2. DETERMINACION DE CELULAS APOPTOTICAS POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

Con el fin de observar la funcionalidad de nuestras moléeculas, otras
experiencias sobre la linea Neuro 2A fueron realizadas. La citometria de flujo con
el marcador anexina V, tal y como se ha explicado en el apartado 3.4.1.2. del
material y métodos, resulta un buen indicador de procesos apoptoticos en lineas
neuronales (Boccellino y cols. 2003). Con el fin de evitar la adicién de trombina,
la apoptosis fue inducida en la linea celular por deprivacion de suero, tal y como
ha sido descrito por Kim y cols, 2001 (Kim y cols. 2001). A las 48 horas de
deprivarles el suero, y tras el marcaje, las muestras fueron introducidas en el

citometro de flujo. Los resultados obtenidos pueden observarse en la Figura 4.30.
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Figura 4.30.- Gréficas obtenidas en el citdbmetro de flujo donde se representan las
células, deprivadas de suero y sin deprivar a las 48 horas, marcadas con: en el
cuadro superior izquierdo An+,IP-; cuadro superior derecho An+,IP+, cuadro
inferior izquierdo An-,IP-; cuadro inferior derecho An-,IP+).
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En el cuadro superior izquierdo de cada diagrama, se encuentran las
células marcadas con anexina, pero no con ioduro de propidio (An+, IP-), es decir
las células apoptoéticas (apoptosis temprana). Como podemos apreciar en el caso
de las células deprivadas de suero, la poblacion apoptdtica es superior que en el
caso de las que contenian suero, siendo esta diferencia significativa. La poblacion
del cuadro inferior izquierdo corresponderia a las células no marcadas con anexina
ni con ioduro de propidio (An-, IP-), es decir las celulas vivas. Las células
correspondientes a la zona de la derecha corresponden a las celulas marcadas con
ioduro de propidio unicamente (IP+), es decir las células ya muertas por procesos

apoptoticos o necréticos, siendo imposible su diferenciacion.

Los datos obtenidos son los mostrados en la Tabla 4.4. En la Figura 4.31.

podemos observar la representacion de la poblacion de células apoptéticas.

Poblacion neuronal Control 48 horas sin suero
Células apoptéticas 2,41% 6,58 %
(células An+,1P-)
Celulas muertas 14,5% 14,3%
(células IP +)
Resto de células 83,09% 79,12 %

Tabla 4.4.- Porcentaje de células determinadas por el citdmetro de flujo a las 48
horas, deprivadas de suero y sin deprivar.

Tal y como se esperaba, la poblacion de células en apoptosis en los
cultivos sometidos a deprivacion de suero es superior al control (6,58% frente a
2,41%). Las células muertas permanecen constantes en ambos casos,
observandose menor porcentaje de células vivas en los cultivos sin suero (83,09%
frente a 79,12%).
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Figura 4.31.- Representacion del porcentaje de células determinadas
por el citometro de flujo a las 48 horas, deprivadas de suero y sin
deprivar.

Debido a que el inicio de la apoptosis no fue observado hasta las 48 horas,
se adicionaron los distintos factores neurotréficos fusionados a TTC, tanto a las
48 como 72 horas. Por otra parte, se habia sido sugerido que podria existir una
posible activacion de la ruta de supervivencia neuronal con el fragmento C en
solitario, se planted también la adicién de dicha molécula en los cultivos (Gil y
cols. 2003). Para observar si el efecto de las proteinas de fusién era debido al
factor neurotréfico y no a TTC, dicho fragmento también fue estudiado. Las dosis

adicionadas fueron de 10, 50 y 250 ng proteina/ ml cultivo.

Los resultados obtenidos con la proteina BmT a las 48 y 72 horas pueden
observarse en la Figura 4.32. y la Tabla 4.5. A las 48 horas, el nimero de células
apoptoticas desciende a medida que incrementamos la dosis (11,9 % en el control
frente a 2,84% a la maxima dosis), descendiendo también el numero de células
muertas (9,28 % frente al 2,6%). A las 72 horas, se observa un aumento en las
células apoptdticas en todos los casos, independientemente de la dosis
administrada. Sin embargo sigue existiendo una disminucion en las células
muertas observadas frente al control. Podria ocurrir que la proteina BmT retardase

los procesos de muerte celular.

164



4. Resultados v discusion

Poblacion Control 10 ng/ml 50 ng/ml 250 ng/ml
neuronal 48h 72h  48h 72h  48h 72h  48h 72h

Células
An+,IP- 11,9 222 1 919 315 379 31,4 | 2,84 38,2
(células
apoptoticas)
Células IP +
(células 9,28 11,1 | 11,6 7,07 | 4,05 59126 7,09

muertas)

Resto de 78,89 66,7|79,21 62,43 92,16 62,69 94,56 54,57
células

Tabla 4.5.- Porcentaje de células determinadas por el citometro de flujo a las 48 'y
72 horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis (10, 50 y 250 ng/ml
cultivo) de BmT.
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Figura 4.32.- Gréficas obtenidas en el citometro de flujo donde se representan las
células, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis de BmT (10, 50 y 250
ng/ml cultivo) a las 48 y 72 horas, marcadas con: en el cuadro superior izquierdo
An+,IP-; cuadro superior derecho An+,IP+, cuadro inferior izquierdo An-,IP-;

cuadro inferior derecho An-,IP+).
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De especial interés, resulta el efecto dosis dependiente de la molécula a las
48 horas. En la Figura 4.33. quedan representados graficamente los datos
obtenidos en ese tiempo. Como puede observarse, estos resultados parecian

adaptarse a una funcion exponencial.

Tras sustraer al tanto por ciento de células apoptéticas de cada dosis, las
obtenidas en la mayor dosis (250 ng/ml) se realizo la interpolacion de los mismos

para obtener una ecuacién. La ecuacion obtenida (y=9,4821e %0458

) presenta un
valor R? de 0,9981 como puede observarse en la Figura 4.34. Este hecho nos
permite afirmar que la molécula BmT es funcional y explicar su falta de
disminucion de actividad caspasa-3 en la experiencia anteriormente expuesta. Si la
dosis aplicada (3ng(ml) es introducida en la ecuacion, el porcentaje de células
apoptoticas esperadas seria 11,10% no mostrando apenas diferencia con el
control. Por tanto, la falta de funcionalidad observada para BmT en el ensayo de

caspasa-3 es debida a la baja dosis utilizada.

% células apoptoticas

0 T T T 1
Sin suero Sin suero+ 10  Sin suero+ 50 Sin suero+ 250
ng/ml BmT ng/ml BmT ng/ml BmT

Células Neuro 2A deprivadas de suero

Figura 4.33.- Porcentaje de células determinadas por el citdmetro de flujo
a las 48 horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis (10, 50 y
250 ng/ml cultivo) de BmT.
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Figura 4.34.- Funcion seguida por el porcentaje de células apoptoticas
respecto a las observadas en la maxima dosis de la proteina BDNF-TTC

Los resultados tras la adicion de la proteina quimera GDNF-TTC y las

imagenes obtenidas con el citdbmetro de flujo se observan en la Figura 4.35. Los

datos obtenidos en porcentajes a partir de las 30.000 células estudiadas quedan

representados en la Tabla 4.6.

Poblacion Control 10 ng/ml 50 ng/ml 250 ng/mi
neuronal 48h 72h  48h 72h  48h 72h  48h 72h
Células
An+,1P- 119 222 | 497 156 | -- 147 | 441 13,2
(células
apoptoticas)
Células IP+
(células 928 11,1 | 4,98 4,59 | -- 4,88 | 6,07 3,8
muertas)
Resto de 78,89 66,7 190,06 7981 -- 80,42 | 81,83 83
células

Tabla 4.6.- Porcentaje de células determinadas por el citdémetro de flujo a las
48 'y 72 horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis (10, 50 y 250
ng/ml cultivo) de GmT.
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Figura 4.35.- Graficas obtenidas en el citometro de flujo donde se
representan las células, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis de
GmT (10, 50 y 250 ng/ml cultivo) a las 48 y 72 horas, marcadas con: en el
cuadro superior izquierdo An+,IP-; cuadro superior derecho An+,IP+,
cuadro inferior izquierdo An-,IP-; cuadro inferior derecho An-,IP+).

Para GDNF-TTC a las 48 horas e independientemente de la dosis
admisnistrada, el nimero de células apoptoticas disminuye. A diferencia que en
BDNF-TTC, este efecto se mantiene a las 72 horas. El porcentaje de células
apoptoticas a 48 y 72 horas queda graficamente representado en las Figuras 3.36.
y 3.37.

En el caso de GmT, no existe una relacion tan clara entre la dosis
administrada y el efecto observado. Incluso cuando solamente fueron adicionados
10 ng/ ml. se observd efecto. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el

ensayo de la actividad caspasa-3 en Neuro 2A. A las 72 horas, el efecto sigue
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manteniéndose, observandose en este caso una menor cantidad de células

apoptéticas y células muertas en las dosis mas altas.
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Sin suero Sin suero+ 10 ng/ml  Sin suero+ 250 ng/ml
GmT GmT

Células Neuro2A deprivadas de suero

Figura 4.36.- Porcentaje de células determinadas por el citometro de flujo a
las 48 horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis (10 y 250
ng/ml cultivo) de GmT.

% células apoptoticas

Sin suero Sin suero + 10 Sin suero + 50 Sin suero + 250
ng/ml. de GmT ng/ml. de GmT ng/ml. de GmT

Células Neuro 2A deprivadas de suero

Figura 4.37.- Porcentaje de células determinadas por el citdmetro de
flujo a las 72 horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis
(10, 50 y 250 ng/ml cultivo) de GmT.

En el caso del fragmento C de la toxina tetdnica, se obtuvieron los
diagramas mostrados en la Figura 4.38., cuyos datos se representan en la Tabla
4.7.
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Figura 4.38.- Graficas obtenidas en el citometro de flujo donde se representan las
células, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis de TTC (10, 50 y 250
ng/ml cultivo) a las 48 y 72 horas, marcadas con: en el cuadro superior izquierdo
An+,IP-; cuadro superior derecho An+,IP+, cuadro inferior izquierdo An-,IP-;
cuadro inferior derecho An-,IP+).

Poblacion Control 10 ng/ml 50 ng/ml 250 ng/ml
neuronal 48h 72h  48h 72h  48h 72h  48h 72h
Células
An+,IP- 11,9 22,2 8,14 - 719 17,2 | 5,53 13,8
(células
apoptaticas)
Celulas IP +
(celulas 9,28 11,1 7,72 - 1854 49118 5,37
muertas)
Resto de 78,89 66,7 | 84,14 -- 184,24 77,89 92,67 80,83
células

Tabla 4.7.- Porcentaje de células determinadas por el citometro de flujo a las 48 y 72
horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis (10, 50 y 250 ng/ml cultivo)
de TTC.
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A las 48 horas, se observd como el fragmento C de la toxina tetanica
disminuye la poblacion de células apoptéticas lo cual podemos ver mas

graficamente en la Figura 4.39.
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Sin suero Sin suero+ 10  Sin suero+ 50  Sin suero+ 250
ng/ml TTC ng/ml TTC ng/ml TTC

Células Neuro 2A deprivadas de suero

Figura 4.39.- Porcentaje de células determinadas por el citometro de
flujo a las 72 horas, deprivadas de suero e incubadas a distintas dosis
(10, 50 y 250 ng/ml cultivo) de TTC.

Por lo tanto podemos decir que también el fragmento C de la toxina
tetanica tiene un efecto antiapoptético sobre la linea celular Neuro 2A a las 48
horas de su degeneracidon por deprivacion de suero. Como en el caso anterior
(GmT) no se observo un efecto dosis dependiente. A las 72 horas la molécula
TTC mantiene su efecto a lo largo del tiempo disminuyendo la poblaciéon de

células en apoptosis y de células muertas respecto al control.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que las proteinas GmT y BmT
inhiben la apoptosis neuronal inducida por deprivacion de suero en la linea celular
Neuro2A. Este hecho indicaria el mantenimiento de la funcionalidad de los

factores neurotroficos fusionados a TTC.

No obstante el modo de actuacion de cada una de ellas es diferente. BmT
peresenta un efecto dosis dependiente y a corto plazo (48 horas). LA dosis no
presenta una gran influencia en el caso de GmT. Ademés el efecto de esta
molécula, a pesar de disminuir levemente, se mantiene durante un mayor tiempo
(72 horas).
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Por otra parte, hemos demostrado que el fragmento C de la toxina
tetanica es capaz de disminuir la apoptosis en la linea celular Neuro 2A. Su
modo de actuacion es similar a GmT. Este resultado estaria de acuerdo con lo
demostrado por Gil y cols, 2003. Estos autores demuestran la activacion de la via
Akt, relacionada con la supervivencia celular, por parte el fragmento C de la

toxina tetanica.

Ha quedado demostrada la funcionalidad de las moléculas de fusion en la
inhibicién de la apoptosis inducida por deprivacién de suero. Con la finalidad de
estudiar el efecto en modelos méas cercanos a lo que ocurre en la E.L.A., otra
estrategia fue abordada. En cultivos organotipicos, Rothsein en 1995 demostrd
que la adicién de la THA (inhibidora de los canales glutamatérgicos relacionados
con la patogenia de la enfermedad), resultaba un buen modelo para la
enfermedad. Por otra parte, se ha descrito que las células Neuro2A también
presentan estos canales (Van der Valk y Vijverberg 1990). Se realiz6 una nueva
experiencia para conocer si la adicion de THA en esta linea celular inducia
apoptosis. Tras la adicion de THA a distintas concentraciones (200 uM, 100 uM,
50 uM, 25 uM y 12,5 uM), el numero de células apoptoticas fue estudiado a las
24 y 48 horas. En ninguna de las dosis, ni tiempos estudiados, se observé una
disminucion de las células apoptdticas con respecto al control, invalidandolo

como modelo.

4.3.3. DETERMINACION SUBCELULAR DE LA QUINASA Akt.

La proteina quinasa Akt debe su nombre a la homologia presentada con la
oncoproteina v-Akt. Se le conoce también como PKB y presenta tres isoformas
denominadas o, By v, siendo la isoforma o la més activa. Es una serina-treonina
quinasa de 57 kDa que se une preferentemente a lipidos del tipo fosfoinositol
(Coffery cols. 1998).

La proteina Akt ha sido relacionada con la enfermedad de la Esclerosis
Lateral Amiotrofica. Se ha observado en estadios tempranos de esta enfermedad

de ratones transgénicos modelos, sus niveles en médula espinal disminuidos. Se
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ha postulado que una disminucién de esta proteina activadora de factores de
supervivencia celular aumentaria los efectos apoptoticos en la enfermedad (Warita
y cols. 2001). La sobreexpresion de Akt muestra un efecto antiapoptético en
muchos tipos celulares resultando en una disminucion de la muerte celular
(Franke y cols. 1997; Downward 1998; Sabbatini y McCormick 1999). Se le ha
relacionado por activar la proteina antiapoptotica BAD e inhibir proteinas
apoptoticas como la caspasa 9 (Vanhaesebroeck y Alessi 2000). Por otro lado, son
numerosas las observaciones que indican que los factores neurotréficos activan
Akt. En cultivos corticales BDNF activa Akt via calmodulina, induciendo la
supervivencia neuronal (Cheng y cols. 2003). En el caso de GDNF, también se
han realizado ensayos in vivo donde se observa la activacion de esta quinasa en el
cerebro (Jin y cols. 2002). Cabe destacar por otra parte, que ha sido descrito
recientemente que el fragmento C de la toxina tetanica (TTC) es capaz de activar
la quinasa Akt en cultivos corticales primarios (Gil y cols. 2003). Por todo ello, se
creyo adecuado la observacion de la activacion de Akt por parte de las proteinas
quimeras objeto de estudio de este trabajo, conteniendo los factores neurotréficos
GDNF y BDNF fusionados a TTC, todos ellos activadores de la Akt.

El mecanismo de accion de esta quinasa no esta bien estudiado. Akt es una
proteina citosdlica en células no estimuladas, de modo que parte de ella es
translocada a la membrana plasmatica por la activacion de PI3K, donde se activa
por fosforilacion. Se conoce que la forma activa de Akt se desprende de la
membrana plasmatica y atraviesa el citosol, para finalmente translocarse parte de
ella al nacleo, aunque este mecanismo no estd claro. No toda la proteina entra al
nacleo, parte se queda en el citosol activando otras proteinas mediante
fosforilacion. La presencia de la proteina Akt en el ndcleo parece estar
relacionada con la activacion de factores de transcripcion responsables de la
supervivencia neuronal. Este proceso de translocacion nuclear comienza tras 30
minutos de la estimulacién de los cultivos. Dicho proceso se incrementa cuando
las células son estimuladas por factores troficos (Andjelkovic y cols. 1997; Meier
y cols. 1997).

Se procedi6 al estudio de la activacion y localizacién subcelular de la
quinasa Akt por parte de las proteinas quimera para observar la funcionalidad de
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las mismas. Para el experimento, se utilizaron cultivos corticales primarios,
modelo sobre el cual han sido descritos los estudios de activacion y localizacion.
La accion de las proteinas fue de una hora para asegurar la total activacion de la
quinasa en los cultivos. La inmunohistoquimica frente a la quinasa activada se
observé en microscopia confocal, que permitio la cuantificacion de la intensidad
de marcaje. Mediante las diferencias en intensidad entre los controles y los
cultivos inducidos por las proteinas de fusion podriamos determinar su

funcionalidad.

Para la puesta a punto de esta técnica se utilizd el factor neurotréfico
BDNF. En primer lugar se realizé un estudio comparativo entre el control positivo
al que se le habia adicionado BDNF vy el negativo. Se utilizd la concentracion de
BDNF que habia mostrado efecto sobre la apoptosis celular en Neuro2A (10
ng/ml). Se realizd la inmunohistoquimica con un anticuerpo secundario
conteniendo un fluor6foro que emitia en una longitud de onda correspondiente al
color rojo. En este caso no se observaron diferencias que fueran significativas

entre ambos controles.

Expertos en microscopia del Servicio de Imagen del Instituto Pasteur nos
indicaron que el posible fallo en la cuantificacion de la fluorescencia se podia
encontrar en la utilizacion del anticuerpo secundario con un fluoréforo rojo. Nos
recomendaron utilizar un anticuerpo secundario con un fluoréforo que emitiera en
la longitud de onda verde para realizar la cuantificacion. En este caso observamos
diferencias significativas entre ambas muestras y procedimos a la realizacion del
ensayo de las proteinas de fusion y el fragmento C de la toxina tetanica. Las

imagenes adquiridas en cada muestra puede apreciarse en la Figura 4.40.

orescencia en
verde a partir del anticuerpo contra la quinasa Akt activada. A) BDNF (control
positivo) B) control negativo C) Muestra activada con TTC D) Muestra activada con
BmT E) Muestra activada con GmT
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Adquirimos las imagenes de cada una de las muestras, midiendo las
intensidades de fluorescencia de cada una de las células, y posteriormente se
realiz6 la media de todas las adquisiciones. Todos los valores de intensidad
obtenidos son relativos al area de cada una de las células adquiridas. Las medias
de las intensidades obtenidas en cada una de las muestras y sus desviaciones
pueden observarse en la Tabla 4.9. Estos datos quedan representados en la Figura

4.41.

Control TTC Bm BmT GmT

72,45+ 22,35 83,10 + 38,98 121,00+ 40,46 104,88 + 44,55 95,34 + 27,44

Tabla 4.9.- Valores medidos de intensidad de fluorescencia de cada muestra en
todo el area de las células de cultivos corticales de raton.
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Figura 4.41.- Representacion grafica de los valores medidos de intensidad
de fluorescencia de cada muestra en todo el area de las células de cultivos
corticales de raton.

Como puede observarse, las proteinas quimeras activan la quinasa
relacionada con la supervivencia neuronal, Akt, igual que el factor BDNF en
solitario. Mediante t-Student se compararon los resultados dos a dos,
observandose diferencias significativas entre el control negativo y las proteinas
estudiadas a excepcion del fragmento C de la toxina tetanica. Por otra parte, no se
observaron diferencias tras la adicion de BDNF o BmT, aunque si que la
intensidad media observada al adicionar GmT fue menor. Esto puede ser debido a
que dicho factor es diferente y puede por tanto activar Akt en menor medida. En
cualquier caso, se demostré que nuestras proteinas de fusion eran capaces de

activar Akt con respecto al control.

Para la proteina TTC, a pesar de no mostrar un efecto significativo frente
al control negativo, tampoco mostré diferencias cuando se comparé con la
proteina GDNF-TTC.

Como hemos indicado antes, parte de la proteina Akt se transloca al
nucleo y parte se queda en el citoplasma. Es posible que esta localizacion celular
pueda estar relacionada con la funcion de la misma ya que la parte translocada al
nacleo parece estar relacionada con la supervivencia neuronal. De hecho, existe
una familia de factores de transcripcion denominada Forkhead, los cuales han sido

relacionados con la quinasa Akt. Dichos factores, en ausencia de factores troficos,
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inducen la transcripcion de genes apoptéticos como FasL (Brunet y cols. 1999) o
Bim (Dijkers y cols. 2000) activando asi la cascada de sefiales que conlleva
finalmente a la apoptosis celular. La quinasa Akt tras su activacion y posterior
translocacion al ndcleo, fosforila esta familia de factores de transcripcion,
expulsandolos del nuacleo celular, y por tanto impidiendo su actuacion e
inhibiendo la induccién de los procesos de apotosis celular. Es una forma de
regulacion negativa de dichos factores por parte de la quinasa (Brownawell y cols.
2001).Un modelo propuesto para esta regulacion podemos observarlo en la
Figura 4.42. En base a este modelo, la activacién de Akt y su presencia en el
nacleo, debido a la adicion de nuestras proteinas quimeras, reforzarian la
funcionalidad de los factores neurotréficos en las mismas y justificarian su
capacidad de inhibicién de la apoptosis observada en los ensayos anteriores a

través de la via quinasa Akt.

A Deprivado de suero

| { m>
Han ‘L.-‘-EI i = — Tk
\e AP D — AR s
P Cy
K >

L5

&
PR N}
& AFX 3B AWK 4&“
lmpl
{'-‘I:n\n\";:

e
T

| +suero o insulina

o
[__AFX 3§ 5 i
1 By h r
rH:{PK;} HEE 3
NS i

: H=———
Tk
T
P 1
|| .
ol e
s e — ——
\arp/ G AFK 30 ¢ ARX JpT
L L

A <.-:__J‘_ __‘é}r I

Figura 4.42.- A) En ausencia de factores troficos AFX (factor de la familia
Forkhead) entra al nucleo gracias a la importina (Imp) mientras PKB (quinasa Akt)
estd inactivo. B) En presencia de factores troficos, PKB es fosforilado y
translocado al ndcleo donde fosforila el factor de transcripcion provocando su

expulsion por la union de otras proteinas (Crm1y Ran GTP).
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Por tanto y gracias a las posibilidades que el programa “LSM 5 Image”
ofrece, pudimos determinar la intensidad de la fluorescencia observada a nivel
nuclear y a nivel de citoplasma. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

4.10. y se representan gréficamente en la Figura 4.43.

Control TTC Bm BmT GmT

121,78 + 38,30 134,04 + 37,40 207,43+ 36,97 171,93 +44,66 167,02 + 32,241

Tabla 4.10.- Valores medidos de intensidad de fluorescencia de cada
muestra en el ndcleo de las células de cultivos corticales de raton.
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Figura 4.43.- Representacion gréfica de los valores medidos de intensidad
de fluorescencia de cada muestra en todo el ndcleo de las células de cultivos
corticales de raton.

Los resultados de la fluorescencia de Akt en el nicleo son similares a los
obtenidos en la fluorescencia de la célula total, comprobando como ésta es
superior y de forma significativa entre las proteinas quimeray el control negativo.
En este caso se observa que la fluorescencia en el control positivo es superior a las

proteinas de fusion y de forma significativa (p<0,01).

Ademés las diferencias entre las proteinas quimera y el TTC, es

significativo (p<0,01) para ambas proteinas.
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Tras la cuantificacion de la fluorescencia del citoplasma calculada por
sustraccion de la fluorescencia total de la célula y la fluorescencia del nucleo, se
observaron diferencias. Los datos obtenidos fueron los descritos en la Tabla 4.11.

que representamos en la Figura 4.44.

Control TTC Bm BmT GmT

55,64 + 20,05 58,50 + 40,70 82,49 + 36,65 62,09 + 30,47 64,64 + 16,71

Tabla 4.11.- Valores medidos de intensidad de fluorescencia de cada muestra
en el citosol de las células de cultivos corticales de raton.
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Figura 4.44.- Representacion gréafica de los valores medidos de intensidad de
fluorescencia de cada muestra en el citosol de las células de cultivos
corticales de raton.

Los resultados obtenidos al medir la fluorescencia en el citosol nos indican
que todas las muestras respecto al control negativo, son significativos (p<0,01),
incluido el TTC. Esto nos indicaria que todos los tratamientos inducen a que la
quinasa sea activada y se transloque al ndcleo. La forma citosolica es inferior a la
que se observa en el control negativo, es decir, que en mayor o menor todas
nuestras proteinas problema inducen a la translocacion de Akt al ndcleo. Este
fendmeno podria estar relacionado con la inhibicion de la apoptosis celular a
través de los factores de transcripcion Forkhead que hemos descrito

anteriormente.
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Como primera conclusion podemos afirmar que las proteinas de fusién
activan la cascada de sefializacion celular Akt. Esta activacion va acompariada de
la translocacion de la misma al ndcleo, lo que seria un indicativo de su capacidad
antiapoptética. No obstante, cualquiera de las dos proteinas problema (GmT
principalmente) muestran una menor activacion que cuando BDNF es afiadido en
solitario. En el caso de la proteina de fusibn BmT es posible que la fusion
ocasione una disminucion en la funcionalidad del mismo. En el caso de GmT al
tratarse de otro factor neurotrofico, no podemos concluir que sea debido a su

pérdida de funcionalidad.

Por ultimo, el fragmento C de la toxina tetanica, no parece tener un efecto
significativo sobre la activacion de Akt en general. Sin embargo, al observarse
una menor activacion en el citoplasma, este hecho podria indicar que el Akt
activado es translocado al nucleo en mayor medida a como ocurre en los cultivos
donde no se adiciona nada aunque al observar estos datos en el niucleo no se

observa diferencias significativas.

En resumen, estos resultados, nos permiten postular que al igual que
BDNF, el mecanismo de inhibicion de la apoptosis por parte de las proteinas
quimera, podria realizarse a través de la activacion de Akt, translocacion al nicleo
y actuacion de la misma inactivando los factores de transcripcion de la familia
Forkhead, por expulsion del nucleo de los mismos mediante fosforilacion.
Posiblemente la inactivacion citosolica de BAD vy la caspasa 9 no sea la Unica ruta
por la que se producen los procesos de inhibicion de apoptosis por parte de los
factores troficos(Vanhaesebroeck y Alessi 2000). Asi estos resultados estarian de
acuerdo con la hipétesis de que Akt interviene promoviendo la supervivencia
celular al actuar sobre procesos tempranos de apoptosis (Kennedy y cols. 1999)
reforzando los datos obtenidos en los experimentos realizados mediante citometria

de flujo.
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4.3.4. ESTUDIO DEL TRANPORTE RETROGRADO

Una vez comprobada la funcionalidad de los factores neurotroficos
fusionados a TTC, quedaba por comprobar que el fragmento C de la toxina
tetanica (TTC) seguia siendo funcional cuando se encontraba fusionado a los
mismos. Asi se realizaron estudios mediante inmunohistoquimica tras la inyeccion
intramuscular de las proteinas quimera. Lamentablemente los anticuerpos anti
TTC (SP 48 y SP 49) no mostraron caracteristicas adecuadas en los estudios
inmunohistoquimicos al presentar reacciones inespecificas con los ndcleos de las
neuronas lo que impidio su utilizacion en dichos estudios para observar la
presencia de las proteinas quimeras. Debido a estos hechos y a que los anticuerpos
habian presentado buenas caracteristicas en la técnica Western-blotting, se
procedié a la inyeccion de las proteinas quimera y posterior observacion de su
presencia en el Sistema Nervioso Central mediante extraccién proteica de la zona

de interés, e identificacion por dicha técnica.

Fueron necesarias modificaciones en la utilizacion de los anticuerpos ya
que debido a que el anticuerpo secundario (anticonejo biotinilado) mostré una alta
inespecificidad, fue necesaria la utilizacion de mayor bloqueo. Asi se aplico el
anticuerpo secundario en el mismo tampdén que el denominado tampon de
bloqueo, conteniendo suero de cabra normalizado y leche desnatada a una

concentracion del 3%.

Asi como puede observarse en la Figura 4.45. y 4.46. tras realizar
inyecciones en la lengua de la proteina GmT y TTC, esta ultimo como control
positivo, realizamos la extraccion proteica de la misma a los 15 minutos, pudiendo
detectar ambas proteinas en las distintas muestras. Las tallas eran las correctas, 50
kDa para TTC y unos 70 kDa para GmT. Esta ultima reaccion6 tanto para el
anticuerpo antiGDNF como el anti TTC sintetizado por nosotros (SP49) Sin
embargo cuando realizamos el mismo proceso pero esperando 8 horas, ambas
proteinas no eran detectadas. Estos datos nos hicieron suponer que la proteina era
transportada al Sistema Nervioso Central. Lamentablemente al realizar las
extracciones de la zona alrededor del hipogloso, y posteriormente los western

blotting con los anticuerpos correspondientes, no se observo sefial en los mismos.
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Figura 4.45.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
western blotting con el anticuerpo contra GDNF, revelado con ABC-
peroxidasa a partir de extractos proteicos de lenguas. 1: lengua
inyectada con GmT y extraida a los 15 minutos 2: lengua inyectada con
TTC y extraida a los 15 minutos; 3: lengua sin inyectar y extraida a los
15 minutos; 4: lengua inyectada con GmT Yy extraida a las 8 horas; 5:
lengua inyectada con TTC y extraida a las 8 horas; 6: lengua sin
inyectar y extraida a los 15 minutos.

1 2 3 4 5 6

Figura 4.46.- Visualizacion de las proteinas recombinantes mediante
western blotting con el anticuerpo contra TTC, revelado con ABC-
peroxidasa a partir de extractos proteicos de lenguas. 1: lengua
inyectada con GmT y extraida a los 15 minutos 2: lengua inyectada con
TTC y extraida a los 15 minutos; 3: lengua sin inyectar y extraida a los
15 minutos; 4: lengua inyectada con GmT Yy extraida a las 8 horas; 5:
lengua inyectada con TTC y extraida a las 8 horas; 6: lengua sin
inyectar y extraida a los 15 minutos.

El estudio ha quedado abierto y nos planteamos si la falta de deteccion se
debe a un problema en la técnica 0 a una degradacién de las proteinas al ser
inyectadas. Asi en el primero de los supuestos, hemos propuesto como posible
soluciodn la realizacion de nuevos anticuerpo, en este caso monoclonales, mediante
la coinyeccion de nuevos epitopos a los conejos y ADN desnudo codificando los
mismos. Estos serian testados de nuevo a nivel de inmunohistoquimicas y western
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blotting. Otra de las posibilidades abiertas es la de cambiar el sistema de
extraccion mediante la utilizacién de solventes organicos que ayudasen a la
extraccion mas selectiva e nuestras proteinas ya que TTC tiene un caracter
hidrofébico. Y como ultima posibilidad, estamos realizando el estudio de otras
proteinas que son activadas por nuestras proteinas, como Akt, cuya
sobreactivacion frente a un control demostrarian indirectamente el transporte y

funcionalidad de las mismas.

Respecto al segundo supuesto, la degradacion de las moléculas, nos
planteamos un estudio paralelo donde realizariamos inyecciones de f-
galactosidasa y P-galactosidasa fusionada a TTC de forma que observando y
comparando las intensidades del color azul de reaccion de la enzima tras 8 horas
de la inyeccion, podriamos determinar si se produce una alta degradacion de las

proteinas fusionadas a TTC en el musculo.
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5. Conclusiones.

5.- CONCLUSIONES.

De los resultados de las experiencias realizadas en el presente estudio, de
su discusion y contrastacion con otras aportaciones, pueden deducirse las

siguientes conclusiones:

1.- El fragmento C de la toxina tetanica fusionado al factor neurotréfico GDNF
rescata a la linea celular Neuro2A de la degeneracion; hecho demostrado por una
menor actividad de la proteina proapoptética caspasa-3 y una menor proporcion
de ceélulas apoptéticas tempranas o muertas, en los cultivos tratados. Esta

capacidad se mantiene incluso a dosis minimas.

2.- La proteina de fusion BDNFmadura-TTC presenta un gran efecto sobre la
inhibicion de la apoptosis en la linea celular Neuro 2A en degeneracion, cuando es
aplicada en dosis altas. Dosis bajas de dicha proteina no han mostrado efecto en la

inhibicion de la misma, ni tampoco en la disminucion de la actividad caspasa 3.

3.- Las fusiones GDNFmadura-TTC y BDNFmadura-TTC activan la cascada
intracelular via quinasa Akt, relacionada con la supervivencia neuronal. La
activacion observada es superior en el nacleo si se compara con el citoplasma de

las células tratadas.

4.- La actividad antiapoptética de GDNF-TTC se ha observado hasta las 72 horas,
tiempo en el que la actividad de BDNF-TTC ha desaparecido,
independientemente de la dosis utilizada.

5.- Debido a la diferencia en el tiempo de actuacion observada entre ambas
proteinas, se propone la aplicacion de un tratamiento combinado en animales
modelo, con altas dosis de BDNF-TTC, que actuaran de forma temprana, y bajas

de GDNF-TTC, que inhibiran la apoptosis durante mas tiempo.

6.- El fragmento C de la toxina tetanica presenta un efecto antiapoptética sobre la
linea Neuro 2A. Son necesaria futuras investigaciones que permitan clarificar su

efecto en la supervivencia neuronal.
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