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Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de disfunciones del Siste-
ma Nervioso, cuya etiologia es en la mayorfa de los casos desconocida y con un curso pro-
gresivo de los sintomas que genera un alto coste personal, econémico y social. Las respues-
tas terapéuticas actuales son sintomaticas en algunos casos y paliativas en todos ellos. En la
actualidad, el estudio de estas enfermedades se ha situado a la vanguardia de la actividad
investigadora a nivel mundial. Ello es debido a las repercusiones socioecondémicas que ge-
neran, pues al propio proceso de la enfermedad hay que sumar el impacto psiquico, la
pérdida de calidad de vida, la carga fisica y psicoldgica de sus cuidadores y el enorme gasto

econémico que conlleva la atencion social y sanitaria de todas estas personas.

LLa mayoria de estudios sobre la etiologfa y curso de estas patologias analizan la res-
puesta plastica que ocurre en el sistema nervioso afectado ante el dafio en un area cerebral,
un nucleo o, incluso, la ausencia de un determinado tipo neuronal. Sin embargo, apenas se
presta atencion a aquellos procesos que tienen lugar en las neuronas afectadas en las etapas
previas a su muerte. El conocimiento mas profundo de estos eventos patolégicos iniciales
podria suponer un avance en el desarrollo de nuevas terapias preventivas ante la muerte
neuronal, asf como en su diagnosis. El objetivo del presente trabajo de Tesis Doctoral es
analizar las distintas alteraciones que suceden en la célula afectada de neurodegeneracion,
centrandonos en una etapa anterior a su muerte, que denominamos pre-neurodege-
neracion. Para ello utilizaremos el ratén mutante PCD, un modelo de ataxia cerebelosa

que sufre la pérdida de las células de Purkinje del cerebelo.

Comenzaremos la Introduccién de esta Tesis Doctoral describiendo la neuroanatomia
del cerebelo, detallaremos los tipos celulares que conforman esta estructura, como es su
desarrollo embriolégico y las conexiones sinapticas que ocurren en él. A continuacion, ana-
lizaremos en profundidad las caracteristicas de la neurona mas representativa del cerebelo y
que es el eje central de este trabajo de Tesis Doctoral, la célula de Purkinje. Posteriormente,
resumiremos las caracteristicas del modelo experimental de neurodegeneraciéon que vamos
a emplear, el raton mutante PCD (del inglés Purkinje Cell Degeneration). Describiremos la
mutacion ped, sus efectos generales y, mas concretamente, sus efectos en el cerebelo, sefia-
lando la importancia y utilidad de este modelo para este trabajo. A continuacién haremos
una breve revision sobre los compartimentos nucleares y las vias de sefaliza-
cién/reparacion de las lesiones en el ADN para plantear los mecanismos que pueden estar
involucrados en el proceso degenerativo de las células de Purkinje. Concluiremos el aparta-

do de Introducciéon con la justificacion y objetivos de esta Tesis Doctoral.
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Introduccion

El cerebelo

Estructura y tipos neurales

El cerebelo (del latin cerebellum: cerebro pequefo) es una estructura del sistema ner-
vioso central localizado en la parte mas caudal del encéfalo en los roedores (Fig. 1). Esta
regién ha sido concebida tradicionalmente como una estructura motora implicada en la
regulaciéon del movimiento mas que en su ejecucion. Ademas, el cerebelo regula el tono
muscular, controla el equilibrio estatico y dinamico, y participa en procesos de aprendizaje
motor (Sotelo, 2004; Ito, 20006).

El cerebelo es una de las regiones encefalicas mejor estudiadas debido a la sencilla or-
ganizacion laminar de su corteza y a que se dispone de un buen conocimiento de su cito-
logfa y arquitectura sinaptica (Ramoén y Cajal, 1911; Palay y Chan-Palay, 1974; Voogd et al.,
1985). La caracteristica morfolégica mas resefiable es el patron de circunvoluciones trans-
versales de la superficie y las fisuras que dividen esta estructura en lébulos y lobulillos. La
organizacion externa del cerebelo muestra una region central llamada verwis, flanqueada por
regiones laterales conocidas como hemisferios. La parte medial de los hemisferios que esta en
contacto con el vermis se conoce como gona intermedia (Fig. 2). En su superficie, el cerebelo
presenta surcos conocidos como fisuras, que dividen la corteza cerebelosa en 16bulos (Silli-
toe y Joyner, 2007). De hecho, se distinguen 10 l6bulos, numerados del 1 al 10, aunque esta
divisiéon puede ser mas compleja entre distintas estirpes de raton (Fig. 2; Sillitoe y Joyner,
2007).

Figura 1. Encéfalo del ratén. Vista panoramica del encéfalo del
ratén. El cetebelo se localiza en la parte mds caudal del encéfalo

del ratén (flecha).
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Introduccion

Dorsal

Hemisferio Vermis Hemisferio

I Vi

Figura 2. (A) Cerebelo del ratén. La zona central del cerebelo se conoce como vermis, mientras que las regiones latera-
les son los hemisferios. La parte medial de los hemisferios que estd en contacto con el vermis se conoce como gona
intermedia (lineas negras). (B) Secciéon sagital del vermis. Se pueden distinguir los 10 I6bulos cerebelosos.

El cerebelo consta de dos partes bien diferenciadas, los nucleos cerebelosos profundos
y la corteza cerebelosa. A pesar de la compleja morfologia que presenta el cerebelo, la cor-
teza cerebelosa es histologicamente homogénea y esta dividida en tres capas bien diferen-
ciadas que rodean un nucleo formado por sustancia blanca (SB) y tres pares de grupos

simétricos de nucleos cerebelosos profundos.

Las tres capas de la corteza cerebelosa resultan de la disposicion que adquieren las neu-
ronas mas representativas del cerebelo, las células de Purkinje (CP). La CP es la neurona
mas representativa del cerebelo. Los somas de estas neuronas se disponen en forma de
monocapa, constituyendo asi la capa de las células de Purkinje (CCP). Por debajo de
esta capa se sitda la capa de los granos (CG). El nombre de esta capa se debe a que en ella
se localiza el tipo neuronal mas numeroso del encéfalo, los granos cerebelosos. Por ultimo,
por fuera de la CCP esta la capa molecular (CM). La CM esta principalmente constituida
por neuropilo, aunque también aparecen algunos tipos neurales. Aqui llegan las fibras tre-
padoras, se extiende el arbol dendritico de las CP, y los axones de los granos ascienden

desde la CG para contactar con las dendritas de las CP (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema tridimensional de la corteza cerebelosa. En el esquema se representan los elementos

principales de cada una de las capas que constituyen la corteza cerebelosa. La CM esta formada mayoritariamen-

te por neuropilo; en concreto, por los axones de los granos, las dendritas de las CP y las fibras trepadoras. La

CCP esta formada por los somas de las CP. La CG contiene los somas de los granos, que son las neuronas mds

numerosas del cerebelo. Modificado de Recio, 2008.

Aunque éstos son los elementos mas representativos de cada una de las capas de la
corteza cerebelosa, la histologfa de esta parte del cerebelo es mucho mas compleja, como a

continuacion vamos a describir (Fig. 4).

La capa mas superficial del cerebelo es la CM. Esta region esta constituida por las den-
dritas de las CP, de las células de Golgi y de las células en candelabro, ademas de las fibras
en empalizada de la glia de Bergmann, las fibras trepadoras y los axones de los granos, que
se bifurcan constituyendo las fibras paralelas (Fig. 4; Sillitoe y Joyner, 2007). En la CM
también encontramos los somas de dos tipos de interneuronas inhibitorias, las células estre-
lladas y las células en cesto (Voogd y Glickstein, 1998; Sillitoe y Joyner, 2007). En esta capa
también se encuentran dispersos elementos no neuronales, como células de microglia resi-
dente y escasos oligodendrocitos. La siguiente capa es la conocida como CCP. Es una fina
monocapa compuesta principalmente por los somas de las neuronas mas representativas
del cerebelo, las células de Purkinje (CP). Ademas, aqui también se encuentran los somas
de un tipo especial de glia, la glia de Bergmann (Voogd y Glickstein, 1998; Sillitoe y Joyner,
2007). Inmediatamente por debajo de la CCP se situa la CG, donde se localizan los granos
del cerebelo, el tipo neuronal mas numeroso del encéfalo. Los somas de otros tipos de in-

terneuronas como las células de Golgi, las células de 1ugaro, 1as neuronas perivasculares, las células en
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candelabro y las neuronas sinarmoticas, también residen en la capa granular del cerebelo (Fig. 4;
Lainé y Axerald, 1994; Mugnaini et al., 1997; Ambrosi et al., 2007). También se pueden
encontrar en la CG los somas de las células unipolares en cepillo, aunque éstas se localizan
mayoritariamente en la CG de la zona nodular del cerebelo (Difio et al., 1999) y las fibras

musgosas.

La capa mas interna es la SB: estd formada por una masa voluminosa central, denomi-
nada cuerpo o centro medular, de la que parten prolongaciones axénicas hacia las circunvo-
luciones del cerebelo. Desde el punto de vista histologico, la SB estd formada por axones
ademas de astrocitos fibrosos, microglia residente y abundantes oligodendrocitos producto-
res de mielina. Los axones de la SB son tanto fibras eferentes y aferentes como axones

intrinsecos que conectan diferentes areas corticales entre si.

En el interior de la SB podemos encontrar los nicleos cerebelosos profundos. Esta es-
tructura la constituyen tres pares de nicleos de sustancia gris, que desde la zona medial a la
lateral son: el nucleo fastigial, el nicleo interpuesto y el nicleo dentado. No hay co-
nexiones directas de la corteza cerebelosa con el exterior del cerebelo, excepto por algunos

axones que alcanzan directamente los nucleos vestibulares (Ito, 2006, 2008).

Ademas de esta division morfologica, la corteza cerebelosa se subdivide, tanto mediola-
teral como rostrocaudalmente, en columnas bien diferenciadas por la ausencia o presencia
de marcadores moleculares especificos (Hawkes y Mascher, 1994), por la distribuciéon de
conexiones aferentes que llegan al cerebelo (Hawkes, 1992; Voogd y Glickstein, 1998) o
por estudios funcionales (Welker, 1990). Por ejemplo, la expresion diferencial de ciertos
genes divide la corteza rostrocaudalmente en cuatro zonas transversales: la zona anterior
(engloba los 16bulos 1-V), la zona central (VI-VII), la zona posterior (VIII y parte dorsal
del IX) y la zona nodular (parte ventral del IX y X). Ademads, estas regiones se pueden
subdividir mediolateralmente en franjas parasagitales bien definidas y que se caracterizan
por la expresiéon de marcadores como la acetilcolinesterasa (Tan et al, 1995), la 5-
nucleotidasa (Marani et al., 1977), el marcador Zebrin II (Hawkes y Eisenman, 1997) o la
chaperona Hsp25 (Armstrong et al., 2000, 2001).
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Figura 4. Esquema tridimensional de la corteza cerebelosa. En el esquema se pueden observar los principales elemen-
tos neurales, situados en las capas que constituyen la corteza cerebelosa. La CM esta constituida por los somas de las células
estrelladas y las células en cesto, ademas de los axones de los granos (fibras paralelas), las dendritas de las CP, las células de
Golgi y las células en candelabro, las fibras en empalizada de la glia de Bergmann y las fibras trepadoras. L.a CCP esta forma-
da por los somas de las CP y el cuerpo celular de la glfa de Bergmann. La CG contiene los somas de los granos, células de
Lugaro, células en candelabro y células unipolares en cepillo. Ademas, contiene los axones de las CP y las fibras musgosas.
Modificado de Recio, 2008.

Desarrollo del cerebelo

En el ratén, el cerebelo se origina a partir del rombomero 1 a los 9 dias de edad em-
brionaria (E9; Wingate, 2001). Entre E9 y E12, el eje antero-posterior del tubo neural dor-
sal sufre una rotaciéon de 90° formando el eje medio-lateral del primordio del cerebelo
(Sgaier et al., 2005). Este eje medio-lateral se mantiene durante la etapa adulta. A partir de
E15.5 el cerebelo comienza a sufrir cambios morfologicos constituyéndose dominios mole-
culares parasagitales a lo largo del eje medio-lateral, siendo mas acusados a E17, donde la
aparicion de 4 fisuras permite separar el cerebelo en 5 pliegues a lo largo del eje antero-
posterior (Sgaier et al., 2005). A E18.5, el cerebelo ha adquirido una estructura donde se
pueden distinguir distintos dominios moleculares a lo largo del eje antero-posterior.
Ademais, en el momento del nacimiento el cerebelo ha establecido un sistema rudimentario
de conexiones sinapticas topograficamente distribuidas en el eje antero-posterior (Sillitoe y
Joyner, 2007).

En cuanto a la formacién de los distintos tipos celulares, el cerebelo es una estructura

unica en el encéfalo ya que posee dos zonas germinales bien diferenciadas. Por un lado, los
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granos, algunas neuronas nucleares profundas y las células unipolares en cepillo se generan
en la region mas posterior del romboémero 1 (Wingate, 2001). Por otro lado, la segunda
zona germinal localizada en la parte dorsal del cuarto ventriculo, es el lugar donde se gene-
ran las CP y la mayoria de las interneuronas del cerebelo (Miale y Sidman, 1961; Altman y
Bayer, 1985; Hashimoto y Mikoshiba, 2003). A P16 en el raton, el cerebelo tiene todos sus
tipos celulares organizados y distribuidos en las capas correspondientes tal como se observa

en el animal adulto (Altman, 1972; Sillitoe y Joyner, 2007).

Conexiones

A la corteza cerebelosa llegan tres clases de proyecciones aferentes. La primera clase,
las fibras musgosas, se origina desde distintos nucleos del encéfalo como los nuicleos ves-
tibulares o los nucleos reticulares laterales, y también desde la médula espinal (Berretta et
al., 1991). Los terminales axénicos de las fibras musgosas se adentran en la CG y se ramifi-
can en forma de rosetas en pequefas estructuras de neuropilo denominadas “glomérulos
cerebelosos”. Las rosetas de las fibras musgosas no son el unico constituyente de los
glomérulos, que albergan también los botones dendriticos de granos y células unipolares en
cepillo, asi como los terminales axénicos de las células de Golgi (Ito, 1984, 2006). Asi, las
fibras musgosas contactan directamente dentro del glomérulo (sinapsis excitatoria), gene-
ralmente de forma bilateral con los granos, que envian sus axones a lo largo de la CM cons-
tituyendo las fibras paralelas, que a su vez establecen sinapsis excitatorias con las espinas
dendriticas de multiples CP. Una fibra musgosa realiza sinapsis excitatorias sobre unos 400-
600 granos (Ito, 1984, 2006). Ademas, una unica fibra paralela recorre unos 3 mm, lo que le
permite contactar con unas 300 CP (Eccles et al.,, 1967). Como resultado final, una unica

fibra musgosa puede actuar sobre miles de CP.

La segunda clase de fibras aferentes son las fibras trepadoras, que se originan en va-
rios nucleos de la oliva inferior (Ito, 2006). Las fibras trepadoras llegan hasta la CM, donde
interaccionan con las dendritas de una unica CP (Ramoén y Cajal, 1911), aunque se ha de-
mostrado que también pueden contactar con multiples células gliales (Lin et al., 2005).
Asimismo, se ha descrito que las fibras trepadoras pueden llegar a contactar con las células
de Golgi (Sugihara et al., 1999). Como resultado de esta organizacion, una unica fibra mus-
gosa puede influir en cientos de CP, mientras que sélo un reducido nimero de CP esta

influenciado por una sola fibra trepadora.

LLa ultima clase de aferencias al cerebelo incluyen aferencias noradrenérgicas que lle-
gan desde el Jocus coerulens (Abbott y Sotelo, 2000), aferencias colinérgicas que se originan
en el nicleo pedunculopontino (Jaarsma et al., 1997) y aferencias serotonérgicas que
llegan desde los nucleos del rafe (Strahlendorf y Hubbard, 1983). La informacién que llega
al cerebelo por estos sistemas aferentes converge en las CP, las neuronas que integran toda

esta informacion.
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Ademas de integrada, la sefial debe ser modulada. Esta funcién la llevan a cabo, princi-
palmente, los distintos tipos de interneuronas localizadas en las distintas capas del cerebelo,
tanto excitatorias como inhibitorias. Excepto las células unipolares y los granos, que utili-
zan el glutamato como neurotransmisor y son interneuronas excitatorias, el resto de inter-

neuronas del cerebelo son inhibitorias y utilizan GABA como mensajero quimico (Nunzi et
al., 2001).

Las fibras paralelas de los granos realizan sinapsis excitatorias con las dendritas de la
mayoria de interneuronas inhibitorias del cerebelo, mayoritariamente con las células estre-
lladas y las células en cesto (Ekerot et al., 1995). A su vez, los axones de las células unipo-
lares en cepillo establecen sinapsis excitatorias sobre los granos e incluso sobre dendritas
de otras células unipolares (Difio et al., 1999; Nunzi et al., 2001; Ito, 20006). Las células
estrelladas y las células en cesto reciben colaterales de las fibras trepadoras; y ambos
tipos de interneuronas inhiben a las CP via sinapsis axo-somatica y axo-dendritica, respecti-
vamente. Mientras que una unica CP contacta con varias células en cesto, cada célula en
cesto recibe sinapsis de una unica CP (Ito, 2006). Uno de los circuitos de inhibicién por
Jeedback es el que compete a las células de Golgi y los granos. Las células de Golgi se acti-
van a través de sinapsis excitatorias desde las fibras paralelas de los granos (Pellionisz y
Szentagothai, 1973); mientras que las células de Golgi establecen sinapsis inhibitorias (en el
glomérulo) sobre los granos, y también sobre el otro tipo de interneurona glutamatérgica,
las células unipolares en cepillo (Dugué et al., 2005). Otras interneuronas que modulan la
informacién sensorial, pero sin contactar con las CP, son las células de Lugaro que son
activadas por las fibras serotonérgicas y que realizan sinapsis inhibitorias con las células

estrelladas, las células en cesto e incluso con las células de Golgi (Fox, 1959; Ito, 2008).

Una vez recibida y modulada la informacion, las CP transmiten la sefial a los 3 pares de
nucleos cerebelosos profundos a través de sinapsis inhibitorias (Sillitoe y Joyner, 2007).
Estas proyecciones se disponen topograficamente de tal manera que las CP localizadas en
el vermis proyectan a los nicleos mas mediales, mientras que las situadas en los hemisferios
proyectan a los nucleos cerebelosos profundos mas laterales (Hawkes y Leclerc, 19806;
Piillysaho et al., 1990). Por lo tanto, las CP son el eje central alrededor del que se organiza
el circuito del cerebelo. Estas neuronas integran, modulan y procesan la informacion afe-
rente, enviandola a distintos nucleos. Todo este complejo sistema permite al cerebelo tener
la capacidad de regular la coordinacién motora, el aprendizaje motosensorial y la memoria
motora (Kim y Thompson, 1997; Allin et al., 2001).
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Las células de Purkinje

Caracteristicas estructurales

La CP es una de las neuronas de mayor tamafio del encéfalo; el diametro de su soma
oscila entre 25-40 um (Mugnaini, 1972). El nimero de CP varia entre especies; en la rata se
ha descrito que existe una densidad de entre 1.000-2.000 CP/mm* (Armstrong y Schild,
1970). Estas neuronas poseen un arbol dendritico muy desarrollado, con numerosas espi-
nas dendriticas. A nivel ultraestructural, en el citoplasma se observan numerosas cisternas
de reticulo endoplasmico rugoso (RER) y ribosomas libres (Herndon, 1963). Cerca del
nucleo y en la base del tronco dendritico aparece un reticulo endoplasmico liso bastante
grande. En estas células, el aparato de Golgi esta mucho mas desarrollado que en otros
tipos neuronales. Las CP son neuronas particularmente ricas en lisosomas (Herndon,
1963). Su membrana nuclear se caracteriza por las numerosas interdigitaciones que presenta
(Landis y Mullen, 1978). El nucleo de las CP es poco electrodenso, mientras que el nucleo-
lo presenta una densidad muy alta a microscopia electrénica. En las dendritas se pueden
observar numerosas mitocondrias y reticulo endoplasmatico liso, neurofilamentos y mi-
crotibulos (Herndon, 1963).

Los axones de las CP emergen desde el polo basal del soma y se encuentran fuerte-
mente mielinizados, a excepcion del segmento inicial, que no tiene mielina (Chan-Palay,
1972). La longitud del segmento inicial del axén es de unas 17 pm con un diametro alrede-
dor de 1 pm. A lo largo de la CG o inmediatamente después de entrar en la SB, los axones
de las CP dan lugar a una o mas colaterales recurrentes (Chan-Palay, 1972; McCrea et al.,
1976). Estas colaterales recorren unas distancias considerables; Frezik (1963) con experi-

mentos de trazador marcé colaterales que discurrian desde el 16bulo VII hasta el V.

Desarrollo

Durante el desarrollo del cerebelo, las CP se originan en el neuroepitelio dorsal del
cuarto ventriculo entre E10-E13 (Miale y Sidman, 1961; Hashimoto y Mikoshiba, 2003) y
migran hacfa el primordio del cerebelo a lo largo de las fibras de la glia radial (Hatten y
Heintz, 1995). Cuando finaliza su migracion, alrededor de PO, las CP muestran una forma
tusiforme (Sotelo, 2004); a continuacién, comienzan a emerger dendritas desde cualquier
punto del soma. En este estadio, las CP, que previamente se encontraban dispersas, co-
mienzan a formar una monocapa (Sillitoe y Joyner, 2007). Entre P3-P6 estas dendritas su-
fren una progresiva retraccion. En ese momento, la célula adquiere una morfologia estrella-
da caracterizada por la apariciéon en todas las direcciones de numerosas profusiones peri-
somaticas (Sotelo, 2004). A pesar de esta morfologia irregular, estas neuronas mantienen
una cierta polaridad, con un pequefio tronco dendritico apical que finaliza en numerosos
conos de crecimiento dendritico. Es durante este periodo, P6-P10, cuando definitivamente

la CP adquiere su polaridad. Entre P10 y P15 tiene lugar el crecimiento de las dendritas en
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los dominios laterales. A partir de P15 ocurre un cambio de orientacion en el plano de cre-
cimiento dendritico, finalizando su desarrollo completo alrededor de P30 (Berry y Bradley,
1976). La longitud del arbol dendritico y el nimero de espinas dendriticas de las CP dismi-
nuyen con la edad (Weiss y Pysh, 1978). Estudios recientes han demostrado que cuando
vectores adenovirales se inyectan en el ventriculo, entre E10.5 y E12.5, e infectan progeni-
tores de CP, éstos dan lugar a subpoblaciones especificas de CP a lo largo del eje mediola-
teral (Hashimoto y Mikoshiba, 2003). Por lo tanto, ciertos progenitores de las CP parecen
estar destinados a formar subpoblaciones especificas de CP y, ademas, este proceso es de-

pendiente del momento de su diferenciacién (Sotelo, 2004).

Se sabe que para la maduracion de las CP es necesaria la interacciéon con CP vecinas
con el fin de eliminar el exceso de sinapsis de las fibras trepadoras, para desarrollar asi su
arbol dendritico y poder realizar sinapsis con los granos y los nucleos cerebelosos profun-
dos en estadios mas tardios (Baptista et al., 1994; Hatten y Heintz, 1995; Wang y Zoghbi,
2001). Concretamente, en el vermis, las CP que se sitdan en los 16bulos I y X son las prime-
ras en madurar, mientras que las de los 16bulos VI, VII y VIII son las ultimas en hacerlo
(Altman, 1972). Sin embargo, el proceso de maduracién carece de sincronfa: en un mismo
l6bulo el estado de maduraciéon entre CP vecinas puede ser distinto (Armengol y Sotelo,
1991). Por dltimo, se sabe que durante la vida posnatal, el nimero de células del organismo
se ajusta mediante procesos de muerte celular programada (Zhang et al., 1997). Con el fin
de controlar el nimero de neuronas durante el desarrollo posnatal de las CP, ocurre un
proceso de muerte neuronal por apoptosis e incluso por autofagia (Florez-McClure et al.,
2004; Madalosso et al., 2005). Este proceso ocurre entre P1 y P10 con un pico maximo
entre P4-Po; ello es resultado de la activacion tanto de distintas vias intracelulares (como la

de la caspasa 3) como extracelulares (activacién de la microglia; Madalosso et al., 2005).

El ratdn mutante PCD

Los modelos animales que presentan neurodegeneraciéon constituyen una de las herra-
mientas esenciales en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas. El uso de estos
animales permite abarcar distintos ambitos de estudio, como son el analisis de la plasticidad
neuronal, o ensayos de terapias de prevencion, estabilizacion y recuperacion funcional de

un dafio neuronal.

El ratén mutante PCD (del inglés: Purkinje Cell Degeneration) sufre la degeneracion selec-
tiva y progresiva de al menos cuatro tipos neuronales especificos (Mullen et al., 1976). En el
presente trabajo de Tesis Doctoral se ha empleado el ratén mutante PCD como modelo de
ataxia cerebelosa, consecuencia de la pérdida de las principales neuronas encargadas del
movimiento coordinado, las CP (Landis y Mullen, 1978). Hemos estudiado los mecanismos
moleculares y celulares que ocurren tanto en las etapas previas a la neurodegeneracion -y

que hemos denominado como etapa pre-neurodegenerativa- como aquéllas que suceden
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durante el proceso de muerte. La deteccién temprana e identificacion de los mecanismos
que provocan la muerte neuronal puede suponer nuevas vias para el desarrollo de terapias

preventivas ante la aparicion de enfermedades que afecten a distintos tipos neurales.

La mutacion pcd

La mutacién ped aparecié espontineamente en la estitpe C57BR/cd] del raton (Mus
musculus 1. 1758) en los laboratorios Jackson (Bar Harbor, Maine, EE.UU.). Posteriormen-
te, la mutacion se transfiri6 a la estitpe C57BL/6] (Mullen et al., 1976). Hasta el momento
se han identificado 10 alelos distintos de la mutaciéon ped (Wang y Morgan, 2007; Viviani et
al., 2008). La mutacién original se denominé pcd” (Fernandez-Gonzélez et al., 2002). A
continuacién, también de forma espontanea, se hallaron dos alelos mutantes pcd adiciona-
les, ped? y ped”, que aparecieron en las estirpes SM/] y BALB/cBy], respectivamente. Pos-
teriormente se han descrito otras dos formas de mutacioén espontanea del gen, una en la
estirpe C.Cg-Igh-6™"®" y que se ha denominado pcd” (Samples et al., 2005) y otra apareci-
da en la estirpe C57BL/6], denominada pcd? (Karst et al., 2008). Los alelos mutantes pcd?,
ped® y ped™™ se han generado quimicamente, mientras que mediante mutagénesis dirigida,
se han desarrollado las mutaciones pcd™“ y pcd” (Chakrabarti et al., 2006; Wang y Morgan,
2007).

La mutacién original (pcd”) muestra el fenotipo mas grave, mientras que la ped? es la
mas leve (Fernandez-Gonzalez et al., 2002; Chakrabarti et al., 2006; Wang y Morgan, 2007).
La mutacién ped se localiza en el cromosoma 13 del ratéon y se define como autosémica
recesiva (Mullen et al., 1976). La region portadora de la mutacién ped se ha delimitado uti-
lizando marcadores polimoérficos de ADN (Campbell y Hess, 1996), en un segmento
genémico de 0.61 £ 0.33 megabases. En esta region, localizada entre los marcadores
D13Mit157 y D13Mit167 (Fernandez-Gonzalez et al., 2002), se encuentra el gen nnal
(también conocido como agipbpl), afectado en la mutacion. E1 ARN mensajero (ARNm)
codificado por el gen se encuentra reducido o alterado en su estructura (salvo en la muta-
cién ped?), mientras que la expresién de los dos genes que lo flanquean no cambia, al me-
nos en los mutantes PCDY, PCD? y PCD” (Ferndndez-Gonzélez et al., 2002). Los niveles
de expresion del ARNm de #zal varfan segun el tipo de ratéon mutante PCD. El mutante
PCD" (empleado en esta Tesis Doctoral) no presenta diferencias en la secuencia codifican-
te del gen nnal con respecto al alelo silvestre; sin embargo, los niveles de expresion, tanto
de ARNm como de proteinas, son practicamente nulos (Fernandez-Gonzalez et al., 2002;
Wang y Morgan, 2007). Por lo tanto, se ha propuesto que la mutacién ped” afecta a una
secuencia reguladora del gen szal. En los mutantes PCD?, PCD? y PCD?, la mutacién
produce inserciones o delecciones en la propia regién codificante del gen, induciendo a su
vez cambios en la estructura de la proteina o en su estabilidad (Fernandez-Gonzalez et al.,
2002; Chakrabarti et al., 2006; Wang y Morgan, 2007). En el resto de mutaciones pcd, la

alteracion genética exacta dentro del gen 7zal atn se desconoce.
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El gen nnal

El gen nnal codifica para la proteina Nnal (proteina 1 nuclear del sistema nervioso in-
ducida por axotomia) que se ha asociado con procesos de diferenciacion y regeneracion
axonal (Harris et al.,, 2000). El gen mnal codifica, en el ratén, 3 transcritos distintos de
1.218, 1.174 y 789 aminoacidos (www.ensembl.org/Mus_musculus/Gene/Summary?
db=core;g=ENSMUSG00000021557; Fig. 5). Se ha detectado una expresiéon importante de
su ARNm (del mayor de los transcritos) en las CP y los granos del cerebelo, en las células
mitrales del BO, en algunas subpoblaciones de neuronas talamicas, en fotorreceptores de la
retina y en espermatozoides maduros y en desarrollo (Harris et al., 2000; Fernandez-
Gonzalez et al., 2002; Rodriguez de la Vega et al., 2007).
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Figura 5. Transcripcion del gen nnal. La transcripcion del gen nnal del ratén tiene como resultado la sinte-
sis de 3 transcritos (en rojo) distintos que se originan por el proceso de “corte-empalme” alternativo.

Recientemente se ha descrito que la proteina Nnal pertenece a la familia de metalocar-
boxipeptidasas M14D (Wang et al., 2006; Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al.,
2007). Esta proteina presenta 2 dominios bien diferenciados, un dominio zinc-
carboxipeptidasa y otro dominio de unién a ATP/GTP (Harris et al., 2000; Chakrabarti et
al., 2006; Wang et al., 2006). Ademas, contiene multiples sitios susceptibles de fosforilacion
mediada por diferentes quinasas. En concreto, posee cuatro sitios con la secuencia consen-

so para fosforilacion mediada por tirosina-quinasas.

Estudios zz vitro han demostrado la localizacién de esta proteina tanto citoplasmatica
como nuclear (Harris et al., 2000; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). Por ultimo, se ha de-
mostrado que el dominio zinc-carboxipeptidasa es esencial para la funcién de la proteina,
ya que su ausencia esta implicada en el proceso neurodegenerativo (Harris et al., 2000;
Wang et al., 2000).

A pesar de haberse descrito que la proteina Nnal pertenece a la familia de las metalo-
carboxipeptidasas, su funcién concreta aun no se conoce. Estudios recientes han propuesto
que esta proteina pudiera estar involucrada en una de las modificaciones postraduccionales
que sufre la o—tubulina (Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). Mas con-
cretamente, se ha sugerido que la proteina Nnal interviene en la destirosinacién; es decir,

en la escisioén del resto de tirosina del extremo carboxi-terminal de la a—tubulina, proceso
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que tiene lugar durante la estabilizacién de los microtubulos (Cambray-Deakin y Burgoyne,
1987; Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). Sin embargo, ain no existen

evidencias directas que demuestren esta posible funcién catalitica de la proteina Nnal.

Los microtibulos son las estructuras mas desarrolladas del citoesqueleto, y participan
en multiples funciones, como la division celular, el mantenimiento de la morfologia celular,
la migracion, el transporte intracelular (Schnapp et al., 1985) o el crecimiento axonal (Ya-
mada et al., 1970).

Los microtibulos estin constituidos por distintos heterodimeros de aff-tubulina que
polimerizan. En las neuronas participan muchos genes en la sintesis de los distintos tipos
o~y B-tubulina (Cleveland y Sullivan, 1985). Las tubulinas son objeto de distintas modifi-
caciones postraduccionales, incluyendo procesos de fosforilacion de la B-tubulina, mediado
por la caseina kinasa II (Gard y Kirschner, 1985), acetilaciéon de la a-tubulina, catalizado
por la tubulina acetilasa (L’Hernault y Rosenbaum, 1985) y ciclos de tirosina-
cién/destirosinaciéon de la a—tubulina (Barra et al., 1974, 1988; Argarana et al., 1980). Es en

el estudio de este ultimo proceso en el que nos vamos a centrar.

El ciclo de tirosinacién/destirosinacion es especifico de la o-tubulina, y parece que in-
terviene en el mantenimiento de la estabilidad de los microtubulos. Esta modificaciéon pro-
duce ciclos de adicién/escision de residuos de tirosina del extremo carboxi-terminal de la
o-tubulina. La eliminacién de los restos de tirosina es catalizada por la tubulina carboxipep-
tidasa (tubCP), mientras que la adicién la lleva a cabo la tubulina tirosina ligasa (T'TL; Ers-
feld et al.,, 1993). Hay que resaltar que la TTL ha sido aislada y bien caracterizada (Erck et
al., 2005), sin embargo el gen que codifica la tubCP aun no se conoce. Como consecuencia
de estas modificaciones postraduccionales se conocen tres grados distintos de tirosinacioén
de la a-tubulina: la forma tirosinada (Tyr-Tub), la forma destirosinada (Glu-Tub), y la for-
ma no tirosinable, también conocida como A-tubulina y que se genera por la escision del
resto de acido glutamico (Glu; Barra et al., 1980; Paturle et al., 1989). El estado tirosinado
de la o-tubulina se ha asociado a microtibulos dinamicos, por ejemplo, de células prolifera-
tivas (Gundersen y Bulinski, 1986), mientras que la forma destirosinada se encuentra aso-

ciada a poblaciones de microtibulos estables (Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987).

Se ha propuesto que durante el proceso de estabilizaciéon de los microtibulos ocurra la

secuencia:
Tyr-Tub wis Glu-Tub ws A-Tub

y que esta secuencia esté catalizada por la misma tubCP (Paturle-Lafanechére et al.,
1994). Hasta el momento, todos los trabajos encaminados al analisis de la tubCP se han
basado en el estudio de su efecto; es decir, en el analisis del ciclo de tirosina-
cién/destirosinaciéon de los microtibulos de un determinado tipo celular. Estudios recien-
tes han propuesto que la proteina sintetizada a partir del gen #nal fuera la tubCP (Rodri-

guez de la Vega et al., 2007). Por lo tanto, en el presente trabajo de Tesis Doctoral analiza-
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remos el grado de tirosinacién/destirosinacién de la o-tubulina de los microtdbulos de las

CP, tanto de ratones control como de ratones mutantes PCD.

Efectos de la mutacién pcd

Las manifestaciones fenotipicas y los cambios neuromorfolégicos que ocurren en los
distintos tipos de mutantes PCD comparten muchas similitudes, a excepciéon del PCD? que
muestra alteraciones mucho mas leves que el resto de variantes (Wang y Morgan, 2007).
Los datos que vamos a describir se referiran desde ahora a los mutantes PCDY, que son los

empleados en este trabajo.

La mutacién ped” produce la degeneracion posnatal de aquellas poblaciones neurona-
les que transcriben el gen mnal (Fernandez-Gonzalez et al.,, 2002). Degeneran las CP del
cerebelo (provocando una ataxia cerebelosa muy severa; Mullen et al., 1976; Landis y Mu-
llen, 1978), las células mitrales del bulbo olfatorio (BO; produciendo alteraciones en la
transmision de la informacion olfatoria; Mullen et al., 1976; Greer y Shepherd, 1982; Barto-
lomei y Greer, 1998; Valero et al., 2006; Recio et al., 2007) y determinadas neuronas de los
nucleos talamicos (O’Gorman y Sidman, 1985; O’Gorman, 1985). Ademas, en estos mu-
tantes existe una degeneracion lenta y progresiva de los fotorreceptores (Mullen y LaVail,
1975; Blanks et al., 1982; LaVail et al., 1982). En primer lugar mueren las CP, esta degene-
racion es muy rapida y ocurre entre la tercera y la cuarta semana de edad posnatal. A conti-
nuacioén, alrededor de los 50 dfas de edad posnatal comienzan a degenerar las neuronas
talamicas, permaneciendo tan solo el 10% de éstas a P90 (O’Gorman y Sidman, 1985).
Aungque los nucleos talamicos reciben aferencias del cerebelo, no parece ser que la degene-
racion de las neuronas talamicas sea secundaria a la pérdida de las CP. Por dltimo, la dege-
neracion de las células mitrales comienza a los dos meses de edad extendiéndose hasta el
cuarto mes (Valero et al., 2006) mientras que la de los fotorreceptores es mucho mas tardia
(Mullen y LaVail, 1975; Blanks et al., 1982; LaVail et al., 1982).

Como consecuencia de la pérdida, primaria o secundaria, de los distintos tipos neuro-
nales, los ratones mutantes PCD muestran alteraciones en distintos Zests neurofisiologicos y
de comportamiento. Por ejemplo, con el sz del Rota-rod se ha comprobado que la muta-
cién provoca alteraciones en el control motor (Le Marec y Lalonde, 1997). Ademas, se ha
visto con los fest de la plataforma sumergida y plataforma visible, que el ratén mutante
PCD muestra un déficit en el proceso de aprendizaje espacial, aunque, sorprendentemente,
a pesar de la degeneracién de los fotorreceptores de la retina, no se han detectado defectos
en la capacidad visual, al menos hasta los 4 meses de edad (Goodlett et al., 1992). Otro
comportamiento afectado en el ratén mutante PCD es el del reflejo condicionado de pat-

padeo, que se encuentra retardado (Chen et al., 1996).

Los animales mutantes machos son estériles; presentan un esperma anormal, escaso y
carente de movilidad, aunque son capaces de copular. En cambio, las hembras mutantes si

son fértiles, aunque presentan serias dificultades en la crianza de la escasa descendencia que
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conciben (Mullen et al., 1976). Todos estos problemas hacen que la cria de los animales
PCD sea complicada. Para conseguir animales mutantes se deben cruzar animales heteroci-
gotos portadores de la mutacién (+/ped) que conciben animales homocigotos para la mu-
tacion con una probabilidad mendeliana del 25%. En el presente trabajo hemos utilizado
ratones de la estirpe DBA con este alelo, ya que la cria es mas efectiva. Para llevar a cabo la
transferencia de este alelo pcd” desde la estirpe C57BL/6] a la estirpe DBA establecimos
un programa de cruzamientos y controles que describiremos detalladamente en el apartado

correspondiente de la seccién de Material y Métodos.

Efecto de la mutacion pcd en el cerebelo

Debido a la sencilla organizacion laminar de la corteza cerebelosa y a que se dispone de
un buen conocimiento de su citologia y arquitectura sinaptica, el cerebelo es una de las re-
giones encefalicas mas estudiadas (Ramoén y Cajal, 1911; Voogd et al., 1985). Esto ha per-
mitido que existan numerosos estudios en distintos modelos patologicos con alteraciones
cerebelosas (Sidman et al., 1965), permitiendo asimismo mejorar la comprension de su or-

ganizacion y fisiologfa.

Alteraciones neuropatologicas

En el animal mutante PCD la muerte de las CP comienza alrededor de la tercera sema-
na de edad posnatal (Landis y Mullen, 1978). En concreto, la degeneraciéon comienza en la
zona medial del cerebelo, el vermis, siendo mas tardia en las zonas mas laterales del mismo
(Zhang et al., 1997). Puesto que la muerte de estas neuronas es anterior en el vermis que en
el resto del cerebelo, en el presente Trabajo hemos restringido el analisis de las etapas pre-

neurodegenerativa y neurodegenerativa de las CP a esta estructura.

Curiosamente, el proceso degenerativo de las CP difiere dependiendo de los l6bulos
cerebelosos. Asi, en la zona nodular (I6bulo X y zona ventral del l6bulo IX) la muerte de
las CP es mas tardfa que en el resto de los 16bulos del cerebelo. Alrededor de los 60 dfas de
edad posnatal la practica totalidad de CP ha desaparecido del vermis del cerebelo del ratéon
mutante PCD. Las causas por las que las CP localizadas en la zona nodular tienen mayor
resistencia ante el proceso neurodegenerativo que sufre el raton mutante PCD seran discu-

tidas en el presente trabajo de Tesis Doctoral.

A las 6 semanas de vida solo unas cuantas células persisten en los hemisferios laterales
del cerebelo, siendo muy escasas a las 7 semanas y localizandose mayoritariamente en la
zona nodular (Landis y Mullen, 1978; Alcalde, 2003; Kyuhou et al., 2006). A esa edad, la
mayor parte de los restos de esta neurodegeneracion ya han sido eliminados por elementos
microgliales (Landis y Mullen, 1978). La CM sufre una reduccion significativa de su espe-
sor, en primera instancia por la pérdida de las dendritas de las CP y a edades mas tardias
por la pérdida de las fibras paralelas, aunque contintan presentes las células en cesto y las
células estrelladas rodeadas por un alto numero de células gliales reactivas en la zona (Mu-
llen et al., 19706).
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A pesar de que la pérdida de CP es la manifestacion mas evidente en la degeneracion
del cerebelo de estos animales, ocurre una degeneracion transneuronal secundaria de otros
elementos neuronales. Esta degeneracion retrograda afecta a mas del 90% de los granos del
cerebelo, muchos de los cuales mueren por apoptosis (Zhang et al., 1997), al menos hasta
los 6 meses de edad (Ghetti et al., 1978; Triarhou et al., 1985). Por el contrario, no se apre-
cia una reduccion llamativa en la concentracién de células de Golgi en la CG (Mullen et al.,
19706).

La muerte de las CP desencadena la degeneracion del 20% de las neuronas del comple-
jo olivar inferior a las 4 semanas de edad, mientras que a los 10 meses de edad ha desapare-
cido el 50% (Ghetti et al., 1987; Shojaeian et al., 1988; Triarhou y Ghetti, 1991). Puesto que
estas neuronas son el origen de las fibras trepadoras (Desclin, 1974; Courville y Faraco-
Cantin, 1978) su degeneraciéon influira en la disminucion de estas aferencias en el cerebelo.
Por ultimo, la degeneracion anterdgrada origina la pérdida del 21% de las neuronas de los
nucleos cerebelosos profundos y una reduccion en el diametro de las neuronas supervivien-
tes en un 14%, produciéndose una mayor densidad de empaquetamiento de las neuronas
supervivientes y la disminuciéon del volumen de estos nucleos a la mitad (Wassef et al.,
1986; Triarhou et al., 1987).

Glia'y neurodegeneracion

Ademas de las neuronas, el cerebelo esta constituido por numerosas células gliales de
los tres tipos, en concreto, la microglia, la astroglia y la oligodendroglia. La células de
microglia participan en procesos de infeccidn, trauma, isquemia o neurodegeneracion; la
microglia tiene la capacidad de eliminar las células muertas (Aloisi, 2001; Kim y de Vellis,
2005). La astroglia lleva a cabo funciones estructurales como el sostén de la red neuronal o
el mantenimiento de la barrera hematoencefalica. Ademas, los astrocitos regulan la home-
ostasis del espacio extracelular, regulan el metabolismo energético y algunos incluso actian
como células madre del sistema nervioso adulto (Alvarez-Buylla et al., 2002; Kettenmann y
Ransom, 2005). En la sinapsis, los astrocitos tienen la capacidad de recaptar y liberar neuro-
transmisores y, mas aun, estas células participan activamente en las sinapsis, dando lugar al
concepto de “sinapsis tripartita” (Araque, 2000). Por dltimo, al igual que la microglia, los
astrocitos tienen la capacidad de actuar en procesos de trauma, isquemia, degeneracion e
infeccién (Pekny y Nilsson, 2005; Correa-Cerro y Mandell, 2007). En dltimo lugar, los oli-
godendrocitos son los responsables de la formacién de la vaina de mielina, aunque tam-
bién se han descrito funciones de sostén y uniéon para las neuronas (Barres, 2008). En la
ultima década, los estudios sobre la glia en su papel en condiciones patoldgicas, sobre todo

de astrocitos y microglia, han comenzado a ser mas numerosos.

Se sabe que cuando existe un dafo en el sistema nervioso, ya sea por procesos infec-
ciosos, trauma, isquemia o procesos neurodegenerativos, la microglia y los astrocitos se
activan, produciéndose un proceso inflamatorio conocido como “gliosis reactiva”
(Hanisch, 2002, van Rossum y Hanisch, 2004; Milligan y Watkins, 2009). De manera muy
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simplista, esta respuesta glial esta encaminada a conferir neuroproteccion a la regién dafia-
da. Como consecuencia de este proceso, tanto la microglia como los astrocitos sufren fuer-
tes cambios morfoldgicos. La microglia sufre una hipertrofia, aumenta el tamafio celular y
sus ramificaciones se acortan y aumentan su grosor (Kim y de Vellis, 2005). Los astrocitos
también se hipertrofian y experimentan un fuerte incremento en la expresion de una pro-
tefna del citoesqueleto, la GFAP (del inglés: Glial Fibrillary Acidic Protein). Una vez activadas,
estas células gliales secretan un amplio rango de sustancias pro-inflamatorias que, por una
parte, permiten amplificar mas la respuesta inflamatoria y, por otra, confieren un entorno
neuroprotector en la region afectada (Streit, 2002; Minghetti et al., 2005; Escartin y Con-
vento, 2008). Sin embargo, en los dltimos afios se sabe que, en determinadas ocasiones, la
glia reactiva desarrolla una respuesta inflamatoria exacerbada, que en vez de conferir neu-
roproteccion al sistema tiene consecuencias neurotoxicas para el entorno (Wyss-Coray y
Mucke, 2002; Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2005). Es decir, la glia reactiva puede presen-
tar una funcién dual y antagonica, positiva y negativa, ante un proceso neurodegenerativo
(Wyss-Coray y Mucke, 2002). Aunque los oligodendrocitos no intervienen de forma activa
durante el proceso de gliosis, si se sabe que estas células pueden estar afectadas por una

respuesta descontrolada de la glia reactiva (Li et al., 2005, 2008).

La respuesta glial en el proceso patologico pre-neurodegenerativo y neurodegenerativo
del mutante PCD es totalmente desconocida. Es por ello que en el presente trabajo de Te-
sis Doctoral analizaremos durante el proceso degenerativo de las CP del ratén mutante
PCD el grado de activacion glial. Ademas, compararemos el patréon de respuesta que tiene
lugar en el cerebelo ante la pérdida de las CP, con el que ocurre en el BO durante el perio-
do degenerativo de las células mitrales. Mas aun, analizaremos el estado de los oligoden-

drocitos tanto en el cerebelo como en el BO.

Alteraciones ultraestructurales de las células de Purkinje del ratén PCD

Estudios previos han mostrado alguna de las alteraciones en la CP del ratén mutante
PCD. En condiciones normales, los animales silvestres de entre P10 y P12 presentan una
gran acumulacion de polisomas libres en la parte basal de la CP (masa basal de polisomas)
que permanece durante varios dias, pero que se desorganiza hacia las dos semanas de edad
asociandose a endomembranas, formando pilas alineadas de cisternas de RER (Larramendi,
1969). A la tercera semana de vida posnatal, las células van adoptando su forma caracteris-
tica y diversos organulos se disponen alrededor del nucleo (Landis y Mullen, 1978). En
cambio, los ratones mutantes PCD retienen aun la masa basal de polisomas, y presentan
menos cisternas de RER (Landis y Mullen, 1978). En algunos casos se han observado pro-
longaciones de RER convergiendo en una cisterna central dilatada y carente de polisomas
(Landis y Mullen, 1978). Esta configuracion inusual del RER es normal en las CP inmadu-
ras. Sin embargo, y al igual que la masa basal de polisomas, esa estructura se mantiene en
las CP de los ratones mutantes PCD hasta su completa degeneracion. Todos estos cambios

ultraestructurales observados inicialmente en el sistema de endomembranas han sido co-
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rroborados con estudios de Biologia Molecular (Kyuhou et al., 2006). Otra alteraciéon ob-
servada en las CP de los animales mutantes PCD es la presencia de unas inclusiones cito-
plasmaticas formadas por gruesos filamentos de material fibrilar condensado sobre una
matriz menos densa, denominadas nematosomas (Grillo, 1970). Estos nematosomas se ob-
servan con regularidad a partir de P18-P22, y ocasionalmente, ya desde P15. Estas estructu-
ras no se han observado en ratones normales (Landis y Mullen, 1978). En el presente traba-
jo de Tesis Doctoral pretendemos profundizar en las alteraciones celulares, tanto cito-
plasmaticas como nucleares, que tienen lugar en la CP del ratén mutante PCD en los pe-

riodos pre-neurodegenerativos y neurodegenerativos y que conducen a su muerte.

Alteraciones sinépticas de las células de Purkinje del raton PCD

Como ya hemos descrito anteriormente, las CP alcanzan su madurez entre la segunda y
la tercera semana de edad posnatal (Landis y Mullen, 1978). Las colaterales axénicas for-
man sinapsis y los procesos dendriticos se expanden con normalidad en la CM. Las CP
comienzan a recibir sinapsis de los axones de los distintos tipos de interneuronas del cere-
belo (Landis y Mullen, 1978). Se ha observado que durante la tercera semana de edad pos-
natal las espinas dendriticas de las CP de los ratones mutantes PCD estan envueltas por
procesos gliales, pudiendo afectar a la sinaptologia de estas células. Sin embargo, muchas de
las espinas presentan engrosamientos en la membrana que asemejan elementos postsinapti-
cos (Rakic y Sidman, 1973; Landis y Mullen, 1978; Alcalde, 2003). Hay que destacar que, en
condiciones normales, las CP mas maduras presentan diferenciaciones de membrana idén-
ticas a elementos postsinapticos, que se encuentran enfrentados a procesos gliales o a fibras
paralelas, pero no a axones inhibitorios (Landis y Reese, 1974; Sotelo, 1975; Landis y Mu-
llen, 1978).

Las fibras paralelas que estan junto a estos engrosamientos de la membrana de las den-
dritas parecen contactar directamente sobre la base de los troncos dendriticos. Estas sinap-
sis aberrantes, no observadas en los animales silvestres, se mantienen hasta que la célula ha

degenerado completamente (Landis y Mullen, 1978).

Alteraciones neuroquimicas

Como consecuencia de la pérdida de las CP, en el cerebelo de los ratones mutantes
PCD se producen cambios en la neuroquimica de los distintos tipos neuronales. Por ejem-
plo, a diferencia de lo que ocurre en otros modelos animales donde degeneran las CP, la
expresion del receptor de unién a kainato aumenta (Griesser et al., 1982). Por el contrario,
el nimero de receptores AMPA (del inglés: a-Amino-3-hydrosxcy-5-Methyl-4-isoxazolePropionic
Acid) desciende en la CM de los animales mutantes PCD (Fragioudaki et al., 2002) presu-
miblemente por la pérdida de CP (Makowiec et al., 1991). Debido a la muerte de las CP, la
densidad de terminales GABAérgicos, tanto en los nucleos cerebelosos profundos como en
los nucleos vestibulares laterales, es menor en los ratones mutantes PCD (Gruser-Cornehls
y Biurle, 2001). Sin embargo, se ha observado un aumento en el nimero de neuronas glici-

na-positivas en los nucleos cerebelosos profundos, presumiblemente reflejando un meca-
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nismo compensatorio ante la pérdida de terminales GABAérgicos (Biurle y Griser-
Cornehls, 1997; Bautrle et al., 1997).

Se ha detectado también un aumento en la concentracion de serotonina en el cerebelo
de los ratones mutantes PCD" (Ohsugi et al., 1986; Ghetti et al., 1988). Este efecto parece
ser dependiente de la edad; mientras que en los ratones mutantes jovenes de un mes de
edad no se detectan variaciones en la concentracion de este neurotransmisor (Ohsugi et al.,
1986; Ghetti et al., 1988), en ratones PCD de 3 meses de edad existe un aumento de la
concentracion de serotonina en el cerebelo. Este incremento esta acompafiado de un au-
mento en la sintesis de transportadores y de receptores de este neurotransmisor para una
mayor recaptacion, tanto en la corteza cerebelosa como en los nucleos cerebelosos profun-
dos (Ghetti et al., 1988; Le Marec et al., 1998). Del mismo modo, el contenido de noradre-
nalina también aumenta con la edad en los ratones mutantes PCD (Ghetti et al., 1981; Fel-
ten et al.,, 1986). En la CG de los ratones mutantes PCD de edad avanzada existe un au-
mento de expresion de la protefna calretinina mientras que existe un descenso drastico en la
actividad NADPH diaforasa (Alcalde, 2003). Ademas, también se observado en el cerebelo
la expresion de novo de la proteina calbindina D-28k (CB). Finalmente, se ha observado que
tras nueve meses de degeneracion, aparece la expresion de la proteina parvalbimina en
neuronas de los nucleos cerebelosos profundos no observada en los animales control (Al-
calde, 2003).

Todos estos cambios demuestran una gran plasticidad neuroquimica, donde neuro-
transmisores y neuromoduladores modifican su expresion a lo largo del proceso neurode-
generativo, con patrones espacio-temporales perfectamente definidos. Por dltimo, estos
cambios no influyen tan sélo a las poblaciones neuronales afectadas sino también a las célu-

las supervivientes.

Compartimentos nucleares

Como hemos sefialado anteriormente, se han descrito distintas alteraciones ultraestruc-
turales que ocurren en las CP en degeneracion. Sin embargo, poco se sabe de las posibles
alteraciones que tienen lugar en los distintos compartimentos nucleares de la neurona. En
este contexto, se asume que el nicleo celular estd organizado en compartimentos estructu-
rales y funcionales que estan implicados fundamentalmente en: a) la preservaciéon del ADN
y transcripcion del mismo; b) el procesamiento del ARN y ¢) la formacién de ribosomas.
Estos compartimentos nucleares incluyen los territorios cromosémicos y las regiones inter-
cromatinicas, entre las que se encuentra el nucleolo (Misteli et al., 1997; Cremer y Cremer,
2001). La organizacion de los compartimentos nucleares es muy dinamica y refleja el estado

funcional de las células (Lamond y Earnshaw, 1998).

En el caso de las neuronas de mamiferos, la reorganizacion de los compartimentos nu-

cleares se ha observado en respuesta a cambios en la expresion génica asociados a condi-
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ciones fisiologicas y experimentales, pero también en ciertas patologias neurodegenerativas
(Yamada et al., 2001; Villagra et al., 2004). Concretamente, existen evidencias de una rela-
cion entre los componentes de la maquinaria de sefializacion de dafio y reparacion del
ADN vy la fisiopatologia de ciertas enfermedades neurodegenerativas humanas (Caldecott,
2004; McKinnon, 2004; Francisconi et al., 2005; Paulson y Miller, 2005). Por todo ello, el
estudio de la organizacion de los compartimentos nucleares y la maquinaria de sefializacion
de dafio y reparacién del ADN en las CP del raton PCD durante la degeneracion es de gran
interés para entender las fases y los componentes celulares involucrados en el proceso de

neurodegeneracion.

Los territorios cromosomicos

Se pensaba que los cromosomas durante la interfase se extendian a lo largo del nucleo
celular adquiriendo una morfologia de finas hebras entrelazadas. Hoy dia se sabe que du-
rante el ciclo celular cada cromosoma mantiene su individualidad, ocupando un espacio
limitado y determinado, conocido como territorio cromosémico. En general, los territo-
rios cromosémicos comprenden los cromosomas interfasicos y sus dominios de eucroma-
tina y heterocromatina (Cremer y Cremer, 2001; Cremer et al., 2006). El interior de los te-
rritorios cromosémicos esta conectado por una compleja red de canales que permite la
accesibilidad a secuencias profundas del genoma de distintos factores de regulacién (Cre-
mer et al., 2006; Meaburn y Misteli, 2007). Dentro de los territorios cromosoémicos, la dis-
posicion estructural del ADN no es aleatoria. Por ejemplo, los brazos de los cromosomas
se encuentran lo mas separados unos de otros, y las regiones de los cromosomas ricas en
genes se encuentran separadas de aquéllas donde son escasas (Meaburn y Misteli, 2007).
Esta organizacién probablemente contribuya a la regulacién coordinada de distintos con-
juntos de genes. Mas aun, esto puede reflejar que la heterocromatina y la eucromatina se

presenten en el nicleo como dominios separados y definidos.

En las células eucaridticas de plantas los cromosomas tienden a estar polarizados con
los telémeros en un extremo y los centrémeros en el extremo contrario. En cambio, en las
células eucarioticas de los animales, en concreto de los mamiferos, cada cromosoma ad-
quiere una localizacién especifica respecto al centro del nucleo (Meaburn y Misteli, 2007).
Los cromosomas se organizan adoptando un patrén radial, con algunos localizados prefe-
rentemente en la periferia del nicleo mientras que otros se localizan en la zona central. Esta
disposicién radial permite la agrupacion preferencial entre cromosomas vecinos (Cremer et
al., 2006; Meaburn y Misteli, 2007). Aunque todavia se desconoce qué factores controlan
esta organizacioén especifica, si se sabe que la organizacion radial de los cromosomas de-
pende de la cantidad de ADN vy de la actividad transcripcional de sus distintos dominios
genémicos (Meaburn y Misteli, 2007).

La organizacién no aleatoria del genoma permite una compartimentaciéon funcional en

el espacio nuclear. Las regiones activas e inactivas del genoma se encuentran separadas,
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permitiendo transcribir o reprimir distintos genes con mayor eficacia. La porciéon de ADN
que no se transcribe suele encontrarse densamente plegada en las regiones de heterocroma-
tina, mientras que los genes transcripcionalmente activos y los inducibles se localizan en las

regiones de eucromatina (Ferreira et al., 1997; Carvalho et al., 2001).

La eucromatina esta constituida por regiones de cromatina laxa que conservan una
configuraciéon nucleosomal que permite la transcripcion. Su configuracion estructural es en
forma fibras de 30 nm o dominios en bucles. Generalmente, la heterocromatina se ha clasi-
ficado en facultativa y constitutiva. La heterocromatina constitutiva contiene secuencias
repetidas de ADN que no se transcriben y que corresponden a regiones centroméricas y
teloméricas. La heterocromatina facultativa es aquélla que puede ser transcrita pero se en-
cuentra silenciada temporal o indefinidamente. Contiene genes inactivos cuya expresion no
se requiere para mantener el fenotipo o funcionalidad de un tipo celular concreto. El grado
de heterocromatinizaciéon depende del metabolismo celular y su mantenimiento esta sujeto,
en gran medida, al reclutamiento de genes silentes (Lamond y Earnshaw, 1998; Spector,
2001; Carmo-Fonseca, 2002; Cremer et al., 2004, 2006; Dillon, 2006).

Las CP presentan un nucleo grande en el que la cromatina aparece uniformemente dis-
persa, aunque aparecen algunos agregados en la periferia, cerca de la envuelta nuclear
(Herndon, 1963; Khan, 1993). Este estado eucromatico indica una gran disponibilidad de
dominios de cromatina “abierta” y, por lo tanto, accesible para la transcripcion. Esto coin-
cide con la alta actividad metabdlica y funcional que presentan las CP (Womack y Khoda-
khah, 2002; Swensen y Bean, 2003; Davie et al., 2008). LLa proporcion entre heterocromati-
na y eucromatina se relaciona con diversas modificaciones en las histonas nucleosomales
(Tabla 1). La eucromatina esta generalmente enriquecida en histonas H3 y H4 hiperacetila-
das (Hendzel et al., 1998; Gorisch et al., 2005). La heterocromatina se caracteriza por la
presencia de histona H3 hipoacetilada, trimetilada en la lisina 9 y monometilada en la 27 y
por la presencia, también, de la histona H4 trimetilada en la lisina 20 (H4-K20-3Me; Peters
et al., 2003; Rice et al., 2003; Kourmouli et al., 2004). Se considera que la trimetilaciéon de la
histona H3 favorece su interaccién con proteinas estructurales de la heterocromatina, como
HP1a (proteina 1o de la heterocromatina), que contribuyen al mantenimiento del alto nivel
de condensacion de este tipo de cromatina (Lachner et al., 2001; Nielsen et al., 2001; Jiang
et al., 2004; Maison y Almouzni, 2004; Misteli, 2005). La presencia de estas modificaciones
en las histonas y la aparicion de ciertas moléculas (como HPla) sirven como marcadores
citolégicos de los distintos tipos de cromatina y de su estado funcional (Tabla 1). En la
actualidad se acepta que la configuracién de la cromatina en las neuronas es muy dinamica
y capaz de remodelarse estructural y funcionalmente de forma muy rapida. Ademas, es po-
sible que los cambios en la conformacién de la cromatina sean necesarios para la protec-
cion del genoma frente a diversos tipos de estrés y para la expresion de genes de respuesta

a estrés celular (Pena et al., 2000; Navascués et al., 2008).
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Tabla 1. Marcadores moleculares del estado de la cromatina

Marcador Cromatina
H3 hiperacetilada ~ Eucromatina
H4 hiperacetilada Eucromatina

H3-K9-3Me Heterocromatina
H3-K27-Me Heterocromatina
H4-K20-3Me Heterocromatina
HP1a Heterocromatina

H3-K9-3Me: histona H3 trimetilada en la lisina 9; H3-K27-Me: histona H3
monometilada en la lisina 27; H4-K20-3Me: histona 4 trimetilada en la lisina
20; HP1a: proteina 1 alfa de la heterocromatina.

Las regiones intercromatinicas

Entre los tertitorios cromosomicos, e incluso dentro de un unico territorio cromosé-
mico, se encuentra el espacio intercromosémico o intercromatinico (Cremer et al., 2004,
20006). El espacio situado en el limite entre las regiones intercromatinicas y los territorios
cromosomicos se conoce como la region pericromatinica (Fakan y van Driel, 2007). En
esta zona hay numerosos complejos macromoleculares -no cromatinicos implicados en
procesos de transcripcién, corte y empalme (splicing), replicacion y/o reparacion del ADN,
entre otros (Lamond y Spector, 2003; Misteli, 2005). L.os compartimentos o estructuras de
las regiones intercromatinicas son muy dinamicos y su organizacion estructural y espacial
esta relacionada, principalmente, con los procesos que regulan la expresion del genoma
(Misteli, 2001; Fakan y van Driel, 2007). Las regiones intercromatinicas incluyen: a) el nu-
cleolo, lugar de formacién de las unidades ribosémicas, b) las fibrillas pericromatinicas,
que representan la expresiéon morfologica del proceso de transcripcién y maduracion de los
ARN heterogéneos nucleares (ARNhn) o pre-ARNm, c) los agregados de granulaciones
intercromatinicas, donde se ensamblan y almacenan los factores de maduracion de los
ARNhn, d) y los cuerpos de Cajal (CC), que son organulos nucleares involucrados en la
biogénesis de las ribonucleoproteinas pequefias nucleares (RNPsn) y nucleolares (RNPsno;
Carvalho et al,, 1999; Lamond y Spector, 2003; Raska et al., 2004; Cioce y Lamond, 2005).
Estas RNPsn y RNPsno se requieren para el procesamiento de los ARNhn (ARNm sin
madurar y, por lo tanto, con todos sus intrones) y pre-ARNT, respectivamente (Carvalho et
al., 1999; Cioce y Lamond, 2005). Existen también otros cuerpos que se han caracterizado
mediante distintas técnicas como: el dominio OPT, el compartimento perinucleolar, el
cuerpo de escision, el cuerpo nuclear SAMG68, ¢l cuerpo Polycomb, ¢l cuerpo gémi-
nis, el cuerpo de la leucemia promielocitica (PML: del inglés ProMyelocytic Leukemia)
y los speckles y paraspeckels, cuyas funciones no se conocen en profundidad, aunque se
les ha asociado a los distintos procesos de procesamiento del ARNm (Huang et al., 1998;
Spector, 2001; Fox et al., 2002; Misteli, 2005; Bernardi y Pandolfi, 2007; Fig.0).
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Figura 6. Compartimentaciéon del nucleo. El nucleo celular presenta distintos compartimentos bien definidos, tanto
estructural como funcionalmente. La organizacién de estos compartimentos es muy dinamica y refleja el estado funcional
de la célula. Aqui se incluyen los tertitorios cromos6micos, constituidos por cromosomas interfasicos y sus dominios de
eucromatina y heterocromatina, y las regiones intercromatinicas, que incluyen el nucleolo, el cuerpo de Cajal, los cuerpos
PML, los speckles, los cuerpos de escision, el cuerpo SAMG8, el cuerpo Polycomb, las fibrillas pericromatinicas, o los
agregados de granulaciones intercromatinicas, entre otros. Esquema modificado (Spector, 2001; Valero, 2006).

El nucleolo

El nucleolo es el organulo nuclear donde se transcribe el ADN ribosémico (ADNr) y
donde estos transcritos son posteriormente procesados y ensamblados con proteinas ribo-
somales (Mélese y Xue, 1995; Gerbi et al., 2003; Sirri et al., 2008). Estudios bioquimicos
han demostrado que el nucleolo es altamente dindmico y que su estructura va estrechamen-
te ligada a su funcién principal; es decir, se materializa al generar ribosomas (Mélese y Xue,
1995). Recientemente se han propuesto otras funciones en las que esta implicado el nucleo-
lo, como la regulaciéon de la mitosis, exportaciéon nuclear, multiples tipos de respuesta ante
el estrés, y biogénesis y ensamblaje de distintos tipos de RNPs (Boisvert et al., 2007; Cmar-
ko et al., 2008).

Los nucleolos se forman alrededor de porciones concretas de los cromosomas, cono-
cidas como regiones organizadoras nucleolares (RON), que consisten en genes ribosoma-
les, ordenados en taindem, que codifican para ARNr (Carmo-Fonseca et al., 2000; Raska,
2003; Dimario, 2004; Hernandez-Verdun y Louvet, 2004; Louvet et al., 2005; Hernandez-
Verdan, 2006; Boisvert et al., 2007). El nimero de cromosomas portadores de RON es
variable entre especies. En el hombre sélo cinco pares de cromosomas acrocéntricos tienen
ADNr (13, 14, 15, 21 y 22), lo que indica que las células diploides pueden tener un maximo

de 10 nucleolos. También el nimero de copias de los genes ribosomales en las RON varfa
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entre especies. Las células humanas diploides contienen en total 400 genes ribosomales,
que tienen una alta tasa de transcripcion, aunque no todos los genes codificadores de ARNr
estan activos (Hadjiolov, 1985; Cmarko et al., 2008). Los nucleolos son muy sensibles a
cambios en el crecimiento celular y en la actividad metabdlica, indicando que esta estructu-
ra recibe y responde a numerosos tipos de senalizacion (Boisvert et al., 2007). Durante la
interfase, los genes ribosomales de mas de un RON normalmente se asocian, formando el
nucleolo, y el ADNTr se transcribe a ARNr gracias a la ARN polimerasa I. Durante la mito-
sis, la sintesis de ARNr cesa como resultado de la fosforilacién de distintos factores nuclea-
res y nucleolares y el nucleolo se desensambla. En otras palabras, la nucleologénesis ocurre
cuando se (re)inicia la transcripciéon de las RON (Dimario, 2004; Hernandez-Verdun,
2000).

El complejo proceso de la biogénesis de los ribosomas ocurre en distintos comparti-
mentos del nucleolo, facilmente diferenciables a microscopia electronica. Estos comparti-
mentos son: los centros fibrilares, ¢l componente fibrilar denso y el componente gra-
nular (Fig. 7). Los centros fibrilares son areas redondeadas y claras constituidas por fibri-
llas finas de unos 300 nm de longitud (Huang, 2002; Raska, 2003; Derenzini et al., 2000).
En los centros fibrilares, mediado por la ARN polimerasa I, ocurre la transcripcion del
ADNIr. En esta region, ademas del ADNr se encuentran algunos pre-ARNTr (sobre todo en
el area cortical), el factor de uniéon a TATA (TBF), el factor de unién “aguas arriba” (UBF)
y la ADN topoisomerasa 1. Sin embargo, a pesar de concentrar la maquinaria requerida
para la transcripcion, no se ha demostrado que en los centros fibrilares exista transcripcion
del ADNr. Lo mas probable es que tenga lugar en el borde entre el centro fibrilar y el com-
ponente fibrilar denso (Cheutin et al., 2002). El componente fibrilar denso es una region
electrodensa que se localiza alrededor de los centros fibrilares. Las primeras modificaciones
co-transcripcionales de los pre-ARNr (475-45S), como metilaciones y pseudouridilaciones,
tienen lugar en este compartimento nucleolar. Estas modificaciones transcripcionales las
realizan las RNPsno, entre ellas la mas conocida es la U3 que es esencial para la formacion
del ARNr 18S (Borovjagin y Gerbi, 2004; Granneman y Baserga, 2005). Ademas, en este
compartimento nucleolar se han encontrado proteinas como la fibrilarina o la B23 (Bois-
vert et al., 2007). Rodeando al componente fibrilar denso se encuentra el componente
granular, constituido por granulos densos de 15 nm de diametro (Strouboulis y Wolffe,
1996; Raska, 2003; Derenzini et al., 2000). La maduracién final de las pre-RNPs y el en-
samblaje de las proteinas ribosomales ocurren en este compartimento nucleolar. Aqui, los
ARNr 28S y 5.8S se ensamblan con el ARNr 58S, sintetizado en dominios de cromatina
extranucleolar, constituyéndose la subunidad ribosémica 60S (Strouboulis y Wolffe, 1996).
Por otra parte, el ARNr 18S se une a la unidad ribosomal 40S. Por dltimo, las subunidades
ribosomales 40S y 60S se exportan independientemente al citoplasma, donde acaban de
madurar para formar las subunidades ribosomales funcionales (Carmo-Fonseca et al., 2000;
Olson et al., 2002; Raska et al., 2004; Olson y Dundr, 2005).
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Figura 7. Esquema del proceso de biogénisis de los ribosomas. Modificado de Boisver et al., (2007)

Las fibrillas pericromatinicas

Las fibrillas pericromatinicas se sitGan en las regiones pericromatinicas. Son constitu-
yentes estructurales ricos en RNPs, con un didmetro que varfa entre 3-20 nm y que se loca-
lizan en el nucleoplasma, normalmente en los bordes de las masas de heterocromatina,
aunque también se pueden observar en los dominios de eucromatina (Fakan, 1994). Repre-
sentan la expresion morfologica de la transcripcion de los ARNhn (Nash et al., 1975; Fa-
kan, 1994) y su densidad esta directamente relacionada con el nivel de sintesis de ARNhn
(Fakan, 1994; Puvion-Dutilleul y Puvion, 1996).

Estas fibras se asocian con distintos componentes implicados en el proceso de trans-
cripciéon como la ARN polimerasa II (Cmarko et al., 1999), los RNPsn (Fakan et al., 1984;
Cmarko et al., 1999), el factor de splicing SC-35 (Spector et al., 1991; Spector, 1993) o la poli
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(A)-polimerasa (Cmarko et al., 1999). La asociacién a estas proteinas hace que las fibrillas
pericromatinicas participen en procesos de modificaciéon de los extremos 5 y 3’ de los
ARN vy eliminacién de los intrones mediante el proceso de splicing o “maduracion por corte
y empalme” (Spector, 1993; Lamond y Earnshaw, 1998; Proudfoot et al., 2002; Cremer et
al., 2004). Este proceso esta catalizado por un complejo macromolecular, el espliceosoma
(o maquinaria de splicing), que contiene factores de splicing tales como los ARNsn U1, U2,
U5 U4/U6, y que estan asociados con proteinas del complejo Sm y proteinas de la familia
reguladora del sp/licing (SR; Misteli, 2000). Para finalizar el proceso de maduracion, el trans-
crito en crecimiento es cortado en un lugar especifico préximo al extremo 3’ y se le afiade
una cadena de poliadenina de unos 200 nucleétidos (Misteli, 2000; Proudfoot, 2000; Ares y
Proudfoot, 2005).

Los agregados de granulaciones intercromatinicas

Las granulaciones intercromatinicas son areas en las que se acumulan componentes de
la maquinaria de splicing de los pre-ARNm. Pueden aparecer difusas por el nucleoplasma o
formando agregados, pero raramente se asocian a grupos de cromatina condensada (Fakan
y Puvion, 1980). Estos agregados miden entre 0.8-1.5 pm (Thiry, 1995) y estan compuestos
por granulos que tienen un diametro de unos 20 a 25 nm, que parecen estar conectados por
una sutil red de fibrillas de unos 10 nm (Thiry, 1995). En estos agregados no hay ADN, o
es muy escaso, y son muy resistentes a las nucleasas (Monneron y Bernhard, 1969; Spector
et al,, 1983, 1991).

Los agregados no son sitios de transcripcion activa, ni sitios de acumulacién de ARN
(Spector, 1993; Cmarko et al., 1999); sin embargo, los factores de splicing son reclutados
desde estos agregados y dirigidos hasta los sitios de transcripcién activa. Se ha demostrado
que la distribucion de los factores de splicing se acomoda a los distintos requerimientos fun-
cionales de las células y estd relacionada con la actividad transcripcional (Lafarga et al.,
1998; Pena et al., 2001; Navascués et al., 2004b). Ademas, aunque la transcripciéon no tiene
lugar en los agregados de granulaciones intercromatinicas, puesto que carecen de ADN
(Thiry, 1995; Spector et al., 1983; Cmarko et al., 1999), si que concentran la subunidad
grande de la forma fosforilada de la ARN polimerasa II (Sacco-Bubulya y Spector, 2002).

El cuerpo de Cajal

Los CC fueron descubiertos por Ramoén y Cajal (1903) en neuronas de mamiferos. Es
una estructura que se encuentra tanto en células vegetales como animales; su tamafio y
numero depende del tipo celular, de la fase del ciclo y de la actividad transcripcional (Lafar-
ga et al.,, 1991, 2009; Pena et al., 2001; Ciace y Lamond, 2005; Berciano et al., 2007). Estos
organulos nucleares contienen factores de splicing determinados, la proteina p80 coilina
(Andrade et al.,, 1991), RNPsn y la proteina de supervivencia de motoneuronas (SMN; Ma-
tera y Frey, 1998; Carvalho et al., 1999; Gall, 2000). Ademas, el CC contiene las proteinas
fibrilarina y Nopp140, algunos RNPsno (Raska et al., 1990; Cioce y Lamond, 2005), y va-
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rias quinasas y factores de transcripcion (Gall, 2000, 2001). Los CC intervienen en la bio-
génesis de los factores ribonucleoproteicos que se requieren para el procesamiento de los
pre-ARNm y pre-ARNT, respectivamente, y que tiene lugar en las fibrillas pericromatinicas
(Gall, 2000; Carmo-Fonseca, 2002; Cioce y Lamond, 2005).

El CC se ha podido estudiar en profundidad gracias a la identificaciéon de un marcador
molecular especifico, la proteina p80 Coilina (Andrade et al., 1991). Diversos estudios han
demostrado la acumulacién en el CC de los factores U RNPsn implicados en el splicing de
los pre-ARNm (Carmo-Fonseca et al., 1992; 1993; Huang y Spector, 1992; Matera y Ward,
1993). Ademas, también se encuentra en el CC el complejo multiproteico Sm y otras pro-
tefnas asociadas a ARNsn especificos, como la U2B”, que interacciona con el ARNsn U2
(Carmo-Fonseca et al., 1992; Beven et al., 1995). E1 CC concentra SMN, que esta relacio-
nada con la biogénesis de las RNPsn en el citoplasma y la translocacion de estas RNPsn a
los CC antes de que sean transferidas a los granulos intercromatinicos (Morris, 2008). A
pesar de que el CC concentra una gran variedad de componentes de la maquinaria de sp/-
¢ng no es un sitio de transcripcion ni de splicing (Lamond y Carmo-Fonseca, 1993; Boh-
mann et al., 1995; Gama-Carvalho et al., 1997). Sin embargo, el CC tampoco es un mero
sitio de almacenaje de RNPsn, puesto que es un compartimento nuclear altamente dinami-
co, se desensambla durante la mitosis y su reformacion en la fase temprana del G1 es de-
pendiente de la actividad transcripcional de la célula (Carmo-Fonseca et al., 1992; Lafarga et
al., 1998; Pena et al., 2001; Navascués et al., 2004a). De hecho, la coilina de los CC puede
sumoilizarse en procesos de diferenciaciéon neuronal o de respuesta al estrés (Navascués et
al., 2008). También se ha caracterizado una nueva familia de ARN nucleares de pequefio
tamafio que se localizan en el CC y que se han llamado ARN pequefios del CC (ARNsca;
Cioce y Lamond, 2005). Estos ARNsca catalizan procesos de maduraciéon de los ARNsn
espliceosomales (Darzacq et al., 2002). Ademas, en el CC las RNPsn sufren dos modifica-
ciones esenciales para su maduracion: la metilacién de multiples residuos de ribosas y la
conversion de uridinas en pseudouridinas. Estos procesos parecen estar catalizados por los
ARNsca (Carmo-Fonseca, 2002; Darzacq et al., 2002; Cioce y Lamond, 2005). Ademas, se
piensa que el CC puede estar relacionado con el ensamblaje y maduracion del ARN de la
telomerasa (Jady et al., 2004). Como ya hemos dicho, la dinamica del CC es altamente de-
pendiente de la actividad transcripcional (Lafarga et al., 1991; 1998; Lamond y Carmo-
Fonseca, 1993). Por ejemplo, cuando se somete a las células a ciertos tipos de estrés, que
desencadenan una inhibicién severa de la transcripcion, se ha podido observar una gran
reduccion en el numero de CC (Lafarga et al., 1998). Ademas de existir un descenso en el
numero de CC en procesos de represion transcripcional, también se pueden detectar modi-
ficaciones morfoldgicas de esta estructura. De hecho, la coilina (proteina especifica de los
CC) se relocaliza formando casquetes perinucleolares en procesos donde existe inhibicion
de la transcripcion (Valero et al., 2000). La coilina es esencial para la integridad y la funciéon
de los CC (Mortris, 2008). Sin coilina, los CC se conocen como CC residuales y son incapa-
ces de reclutar los RNPsn (Ttcker et al., 2001; Jady et al., 2003). Sin embargo, sorprenden-
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temente, ni la coilina ni los CC parecen ser esenciales en el proceso de splicing, ya que rato-
nes coilin-/- sobreviven (Tucker et al., 2001) aunque su falta disminuye la eficiencia del
splicing (Klingauf et al., 2006). De esta manera, la asociacién de los componentes del CC
con el nucleolo depende del requerimiento celular de factores de splicing, que a su vez de-
pende de la actividad metabdlica de las neuronas (Lafarga et al., 1998; Berciano et al., 2002;
Navascués et al., 2004b; Morris, 2008). Puesto que las CP presentan una alta tasa de activi-
dad transcripcional y una elevada actividad metabolica, en el presente trabajo de Tesis Doc-
toral analizaremos el patrén neuroquimico y morfolégico de este organulo nuclear en las
CP del los ratones control y los ratones mutantes PCD a distintas edades de la etapa pre-

neurodegenerativa y neurodegenerativa.

Mecanismos de sefializacion de daiio y reparacion del
ADN

Todos los tipos celulares son susceptibles de sufrir dafio en su material genético. Estas
lesiones se pueden originar de forma endégena durante la actividad fisiologica de la célula,
en procesos como la proliferaciéon o el metabolismo celular. Estas alteraciones pueden
formarse también por la acciéon de agentes exdgenos, como la radiacion ionizante. Estas
lesiones danan el ADN y pueden alterar drasticamente los procesos de replicacion, trans-
ctipcién y/o traduccién de proteinas. El mantenimiento de la integridad genémica durante
el proceso de reparacion del ADN es esencial para el correcto funcionamiento, superviven-
cia y continuidad de los tejidos. Por ello, las células eucariotas han desarrollado mecanis-
mos que detectan la presencia de dafios en el ADN e inician una respuesta coordinada ante

este dafo.

Dependiendo del tipo de lesion, se desarrollan distintas estrategias de reparacion para
recuperar la informacién perdida. Esta respuesta incluye la reparaciéon del ADN al menos
por dos vias distintas (por medio de recombinacién homologa o por unién de extremos de
ADN no homologos), aunque también existe una respuesta denominada de “punto de con-
trol”, que puede llevar a la muerte celular programada (Melo y Toczyski, 2002; Shiloh,
2003a, b; Lijima et al., 2008). En la reparacién del ADN actian proteinas sensoras, media-
doras y efectoras, que sufren o producen modificaciones postraduccionales como fosforila-
ciones y acetilaciones. La aparicién de roturas en la estructura del ADN incluye cambios en
la actividad de diversas moléculas: la proteina mutada en la ataxia telangiectasia (ATM), la
proteina relacionada con ATM y Rad3 (ATR) y la proteina-quinasa dependiente de ADN
(PK-ADN), entre otras (Kurz y Lees-Miller, 2004).

La secuencia de acontecimientos que tiene lugar en la célula tras la lesion en el ADN
esta recogida en la figura 8. En respuesta al dafio en la doble cadena de ADN tienen lugar
simultaneamente distintos eventos encargados de sefializar el sitio de rotura y promover la

reparacion. ATM se encuentra en su forma estandar formado un complejo dimérico inacti-
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vo. En respuesta al dafio en el ADN, A Double-stranded break B
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punto de anclaje para los factores de — £
reparacion. El complejo Mrell-Rad50- =

Nbs1 (complejo MRN) se localiza en la Complejo MRN
zona de lesion del ADN junto con la
proteina BRCA1 (D'Amours y Jackson,
2002; Petrini y Stracker, 2003; van den
Bosch et al.,, 2003; McGowan y Russell,
2004). Este complejo permite que la
pATM se reclute mejor en el lugar de
rotura y que la fosforilaciéon de los sus-
tratos, por parte de pATM, sea mas
eficiente (Lee y Paull, 2007). La forma-
cion de este complejo multiproteico

facilita la respuesta celular al dafio en la

doble cadena de ADN.
, , Figura 8. Esquema de los factores implicados en los
Ademis, otras proteinas sensoras mecanismos de sefializacion/reparacion del ADN. (A)
~ En el momento que se produce la rotura del ADN la H2AX sefializa
del dafio como ATR y la PK-ADN fos- el foco donde se produce la lesién. (B) ATM (forma dimérica) se

fosforila y pasa a forma monomérica. (C) En el foco de rotura se
sittan las proteinas del complejo MRN o la 53BP1, entre otras. (D)

H2AX que se encuentran alrededor de Se forma un complejo multiproteico implicado en la reparacion del
ADN. Modificado de McKinnon, 2004.

forilan también a las moléculas de

las regiones en las que se ha producido

la rotura de la doble cadena de ADN

(Ward y Chen, 2001). Mas adn, las modificaciones postraduccionales que realizan las pro-
teinas sensoras sobre proteinas mediadoras como BRCA1, MDCL, o la proteina 1 de unién
a p53 (53BP1) son esenciales para amplificar la sefalizacion del dafio del ADN (Kobayashi
et al,, 2008). Algunas proteinas mediadoras de la sefial también pueden actuar como sefali-
zadoras del dafio, por ejemplo, la 53BP1 detecta cambios conformacionales en la estructura
de la cromatina, respondiendo después -e incluso antes- de que se produzca la activacion de
ATM y localizandose en las regiones de dafio en la doble cadena de ADN (Anderson et al.,
2001; Huyen et al., 2004; Pryde et al., 2005). Por otro lado, y-H2AX es esencial para el re-
clutamiento en el lugar del dafio de las proteinas implicadas en la sefializacion y la repara-
ci6n de la rotura del ADN. Ademas, y-H2AX parece tener también un papel en la induc-
ci6on de cambios estructurales en la cromatina cuando se produce dafio en el ADN
(Fernandez-Capetillo et al., 2004; Jin et al., 2005; Lydall y Whitehall, 2005). Finalmente, las

proteinas mediadoras transmiten la sefnal a proteinas efectoras como RAD51, Artemis,
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Chk2 6 p53, que forman parte del mecanismo reparador del foco de rotura del ADN (Ko-
bayashi et al., 2008).

Por lo tanto, numerosos complejos proteicos son activados y modificados ante la apa-
ricioén de lesiones en el ADN. Cualquier fallo en alguno de los numerosos pasos que suce-

den durante este proceso seria fatal para la supervivencia de la célula afectada.

Como antes sefilalamos, dependiendo de las caracteristicas de la lesién de la doble ca-
dena de ADN vy de las condiciones de la célula, la reparacion del dafio se puede realizar
principalmente mediante dos sistemas, por uniéon de extremos de ADN no homélogos o
por recombinaciéon homéloga (Fig. 8). Ambos mecanismos de reparaciéon permiten mante-
ner la integridad del ADN tras una lesion del mismo; sin embargo, las rutas bioquimicas
que siguen son diferentes. La recombinacién homdloga ocurre sobre todo en células proli-
ferativas, mientras que el sistema de union de extremos de ADN no homélogos ocurre

tanto en células proliferativas como en células ya diferenciadas (McKinnon, 2009).

La unién de extremos no homologos es la via de reparacion que liga los 2 extremos
danados de una misma hebra (Fig. 9). Es una respuesta que ocurre rapidamente y la que
mas potencial de reparacion tiene, ya que posee la capacidad de unir los extremos dafiados
del ADN sin la necesidad de secuencias homologas (Wilson et al., 1997). Ello supone que
mediante este sistema de reparacion se produzcan normalmente pequefas inserciones o
delecciones. En esta via de reparacién intervienen diversas proteinas como la PK-ADN, el
heterodimero Ku70/80, Artemis, el complejo XRCC4/ADN ligasa IV o la proteina XLF
(van Gent y van der Burg, 2007). Aunque este sistema repara eficientemente el foco de

rotura, normalmente conlleva una pérdida de la informacién genética.

Por otro lado, la recombinacion homoéloga es un proceso libre de errores que utiliza
la cromatida hermana como molde para llevar a cabo una reparacion precisa (Fig. 9; Helle-
day et al., 2007). Este proceso requiere la participacién de numerosos factores (Sun et al.,
1991). El primer paso consiste en realizar un corte al final del foco de rotura con el fin de
generar extremos 3’ libre. Esta modificacién la puede realizar el complejo MRN, Exol, o
algun tipo de nucleasas (Llorente y Symington, 2004). A continuacién, RPA (del inglés:
Replication Protein A) se une al extremo 3’ para preservar la estructura secundaria del ADN, e
inmediatamente se sustituye por distintos complejos proteicos (entre los cuales se encuen-
tra RAD51) que utilizan la cromatida hermana como molde para sintetizar el foco de rotura
danado. Aunque se ha demostrado la implicacién de pATM en la fosforilaciéon de numero-
sos factores que intervienen en este mecanismo de reparacion, la funcién exacta de esta
proteina durante la regulacion de este proceso ain se desconoce. Inicialmente se propuso
que ATM era esencial para el comienzo de este mecanismo de reparaciéon (Golding et al.,
2004). Sin embargo, estudios con células donde la expresion de ATM estaba reprimida de-
mostraron que el proceso de recombinacién homélogo ocurria con normalidad y eficacia
(Bolderson et al., 2004).
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El conocimiento acerca de los sistemas de reparaciéon del ADN ha avanzado notable-
mente. Se conocen los genes implicados e incluso las rutas enzimaticas en las que participan
las numerosas proteinas involucradas en la reparaciéon. Sin embargo, ain quedan algunas
cuestiones importantes que deben de ser investigadas, como la funcién de la cromatina
durante la reparacion del ADN, la localizacion celular donde ocurren las reacciones de re-
paracién y su conexion con otras funciones metabdlicas nucleares asi como la importancia
de la reparacién en la proliferacion y diferenciacion, ademas de su funcién en el origen del

cancer y otros sindromes genéticos.

FOCO DE LESION
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Figura 9. Modelo de reparacion del ADN por las vias de unién de extremos no homélogos y por recombina-
ciéon homoaloga. (A) Una vez producida la lesién, los extremos del foco de rotura son estabilizados por el complejo
MRN vy el complejo Ku/PK-ADN. (B) En la via de unién de extremos no homodlogos, los extremos del foco de
lesién deben set atin mas estabilizados por los mismos complejos proteicos. (C) El complejo MRN y Ku/PK-ADN
reclutan el complejo de la ligasa. Ademas, se alinean las hebras que se van a unir. (D) Unién de los extremos cataliza-
do por la ligasa. (E) En la recombinacién homologa, el extremo 5’ se elimina por distintas nucleasas. (F) La RPA se
une a los extremos 3’ generados por la eliminacién del extremo 5°. (G) La RPA unida a las hebras de ADN suponen
un sustrato para la unién de distintas proteinas Rad. (H) Utilizacién de la cromatida hermana, no dafiada, como mol-
de. (I) Reparacion del foco de rotura. Esquema modificado (Pardo et al., 2009).
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Justificacion y objetivos

Las enfermedades degenerativas del sistema nervioso engloban patologfas diversas, con
incidencias, etiologias, y componentes genéticos diferentes. Todas tienen en comun la
pérdida de elementos neurales que, como consecuencia, provocan alteraciones neurolégicas
graves. La mayoria de estas enfermedades son progresivas y terminan con la muerte de los
pacientes ante la imposibilidad de realizar funciones neuro-organicas basicas. L.a mayoria de
los estudios realizados se centran en las consecuencias que suceden en el organismo ante la
falta de un determinado tipo neuronal. Sin embargo, apenas se presta atenciéon a aquellos
procesos que tienen lugar en la neurona afectada en las etapas previas a su muerte. Un ma-
yor conocimiento de estos eventos patoldgicos previos podria suponer un avance en el
desarrollo de nuevas terapias preventivas ante la muerte neuronal, asi como en un mejor y

mas temprano diagnoéstico.

En la presente Tesis Doctoral planteamos el analisis de los procesos que preceden y
conducen a la degeneraciéon de un tipo neuronal muy concreto, las CP del cerebelo. La
pérdida de este tipo neuronal provoca ataxia cerebelosa, un signo patolégico muy comin
en enfermedades humanas como la ataxia telangiectasia. Para el desarrollo de la presente
Tesis Doctoral hemos utilizado un modelo animal, el ratén mutante PCD (Purkinje Cell
Drgeneration) que porta una mutacion autosoémica y recesiva en el gen nnal que provoca
degeneracion posnatal de las células mitrales del BO, los fotorreceptores de la retina y las
CP del cerebelo, entre otras. En nuestro estudio analizaremos diferentes alteraciones que
ocurren en las etapas iniciales de la degeneracién (estadio pre-neurodegenerativo) y que
desencadenan la muerte neuronal, concretamente de las CP. Ademas, compararemos el
patron pre-neurodegenerativo y neurodegenerativo de las CP con el que exhiben las células
mitrales durante su degeneracion, puesto que la existencia de diferencias en el patron de
muerte pudiera explicar las causas por las que las células mitrales degeneran mas tarde y su

proceso es mas lento que el de las CP.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el estudio de mecanismos que desenca-
denan la degeneracion de las células de Purkinje en un modelo animal de ataxia cerebelosa,
el ratén mutante PCD. Ademas, discutiremos la posible funcién del gen afectado en la mu-

tacion ped, el gen nnal.
La hipétesis general de este trabajo es que “La mutacion ped que origina la desaparicion se-
lectiva de las células de Purkinje produce eventos patoldgicos previos a la muerte neuronal que tienen como

consecuencia una disfuncion celular temprana’.
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Objetivos concretos

1. Analizar la degeneracién de las células de Purkinje del ratén mutante PCD utilizando
marcadores inmunohistoquimicos especificos para estas neuronas, y comprobar si su
muerte se corresponde con modelos de apoptosis o necrosis.

2. Determinar la capacidad motora de los ratones mutantes PCD en la etapa pre-
neurodegenerativa mediante el 77 del Rota-rod.

3. Estudiar mediante PCR a tiempo real el nivel de expresion del gen #nal en el cerebe-
lo de animales control de distintas edades (P10-P80). Comparar esos datos con los
que se observan en el bulbo olfatorio, otra regiéon con expresion del gen nnal.

4. Realizar un analisis de expresion génica global del cerebelo de ratones PCD durante
la etapa pre-neurodegenerativa y compararlo con ratones control mediante hibrida-
cion de microarrays.

5. Estudiar las alteraciones citopatolégicas (citoplasmaticas, axonales y dendriticas) de
las células de Purkinje del ratéon mutante PCD durante el periodo pre-
neurodegenerativo y neurodegenerativo.

6. Valorar la presencia de lesiones en el ADN nuclear de las células de Purkinje del
raton PCD mediante el analisis inmunocitoquimico de proteinas implicadas en los
mecanismos de sefalizacion y reparacion del mismo.

7. Analizar el nivel de actividad transcripcional de las células de Purkinje de los animales
PCD asi como los compartimentos nucleares implicados en procesos de splicing y de
degradacion proteica mediante inmunocitoquimica, hibridacién zz situ y microscopia
electrénica.

8. Estudiar el nivel de estrés oxidativo en la corteza cerebelosa del raton PCD y compa-
rarlo con el del animal control.

9. Determinar posibles alteraciones histopatologicas en la glia de la corteza cerebelosa
durante el proceso degenerativo de las células de Purkinje. Para ello emplearemos
marcadores inmunohistoquimicos especificos de las distintas poblaciones gliales y
microscopia electronica. Mas aun, analizaremos si esta respuesta glial es similar du-
rante la degeneracion de las células mitrales del bulbo olfatorio en el mismo modelo
de raton.

10. Analizar la posible funcién de Nnal como tubulina carboxipeptidasa estudiando la
expresion de la tubulina en el cerebelo de ratones control y PCD durante las etapas
pre-neurodegenerativa y neurodegenerativa.

11. Como objetivo metodolégico proponemos el desarrollo de un anticuerpo especifico

contra la proteina Nnal del raton.

Con todo ello, los objetivos que nos hemos planteado en el presente trabajo de Tesis Doc-
toral persiguen determinar qué alteraciones ocurren en las etapas previas a la muerte de la

célula de Purkinje suponiendo un avance en el estudio de las enfermedades degenerativas.
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Material y métodos

En esta seccién explicaremos detalladamente la metodologia empleada en la Tesis
Doctoral. En este trabajo hemos desarrollado las siguientes técnicas: a) de Biologfa Molecu-
lar: PCR, PCR a tiempo real, hibridacion de wicroarrays, western-blot; b) de Histologfa: dis-
ociados tisulares, secciones histologicas por congelacion y parafina, inmunohistoquimica,
inmunocitoquimica, microscopia electrénica, hibridacion iz situ; y c) de fisiologfa del con-

trol motor (Rota-rod).

Describiremos detalladamente el mantenimiento y manejo de los animales de experi-
mentacion empleados. El genotipado de estos animales (necesario para la discriminacion
entre animales homocigotos y heterocigotos) fue realizado mediante la reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR) para diferenciacion de secuencias microsatélites polimorficas.

El nivel de expresion génica global del vermis del cerebelo de ratones control y PCD se
analizé6 mediante hibridacién de microarrays, mientras que para estudiar especificamente el
grado de expresion del gen #nal empleamos la PCR a tiempo real, tanto en el cerebelo co-
mo en el BO. La técnica de western-blot se utilizé para comparar el grado de nitrosilaciéon de
proteinas entre animales control y mutantes PCD y determinar asi el grado de estrés oxida-
tivo. Ademas, realizamos el analisis necesario para el desarrollo de un anticuerpo policlonal

contra la proteina Nnal.

Las técnicas histologicas permitieron estudiar el patrén de expresion de numerosas
proteinas en distintos tipos neurales (de la corteza cerebelosa y el BO), asi como la estruc-
tura y ultraestructura de ciertos tipos celulares, principalmente CP y células gliales de la
corteza cerebelosa. La técnica de TUNEL permiti6 identificar células apoptoticas. Ademas,
la hibridacién 7z sitn para ADN telomérico y la cadena de Poli(A) proporcionaron datos

acerca de la estabilidad genémica y de la distribucion del ARNm, respectivamente.

Finalmente, 1a habilidad motora de los animales se evalué con la técnica de Rota-rod.

51



Material y métodos

Animal de experimentacion

El modelo animal utilizado durante el presente trabajo de Tesis Doctoral fue el ratén
(Mus muscnlus 1.. 1758), obtenido del cruce entre las estitpes C57BL/6] y DBA/2], ambas
procedentes de los Laboratorios Jackson (Bar Harbor, EE.UU.). De esta manera se obtu-
vieron ratones C57BL/DBA.

Los animales se criaron y mantuvieron en el Servicio de Experimentaciéon Animal de la
Universidad de Salamanca a temperatura y humedad relativa constantes, fotoperiodo artifi-
cial de 12 horas y alimentados ad /limitum con H,O y pienso compuesto para roedores
(T2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Diet, Oxon, Reino Unido).

El protocolo de mantenimiento, manejo y sacrificio de los animales cumplié con la ac-
tual normativa europea (86/609/EEC) y legislacién espafiola (RD 1201/2005). Ademis,
los procedimientos que se han empleado fueron previamente aprobados por el Comité de

Bioética de la Universidad de Salamanca.

Genotipado de los animales

A edades tempranas (previas a P15) los ratones control (+/+) son fenotipicamente in-
distinguibles tanto de los heterocigotos (+/pcd) como de los homocigotos patra la muta-
cién (ped/ped). Para la identificacién del genotipo de los animales de experimentacién se
empled la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR. del inglés Polymerase
Chain Reaction).

Se ha propuesto que la mutacién se encuentra en la secuencia reguladora del gen nnal
(Fernandez-Gonzalez et al., 2002); sin embargo, la localizaciéon exacta no se ha identificado.
Para poder desarrollar el genotipado se cruzaron ratones machos de la estitpe C57BL/(]
heterocigotos para la mutacién ped con hembras control (+/+) de la estitpe DBA/2]. Es-
tos cruces permitieron asociar el alelo pcd al fondo genético del cromosoma 13 de la estir-
pe C57BL/6], mientras que el alelo normal se asoci6 al fondo genético del cromosoma 13
de la estitpe DBA/2]. Esta segregacion diferencial de alelos es la que permitié identificar

genéticamente a los animales.

Para ello se eligieron como marcadores dos regiones microsatélite presentes tanto en la
estitpe C57BL/6], portadora de la mutacién, como en la estitpe DBA. Los microsatélites
debian ser polimorficos entre ambas estirpes, con un tamafio en numero de pares de bases
(pb) lo suficientemente diferente entre las dos estirpes como para distinguirlos en un gel de
agarosa mediante electroforesis. Dichos fragmentos debian estar, ademas, lo suficientemen-
te cercanos al gen portador de la mutacion ped como para presuponer su transmision liga-
da en una elevada probabilidad, de tal manera que pudiésemos considerar como hipotesis

fiable la no existencia de recombinacion entre el gen y el marcador.
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Escogimos los microsatélites D13Mit250 y D13Mit283. El primero es un fragmento de
130 pb en los ratones de la estitpe C57BL/6] y de 116 pb en la estirpe DBA/2]. El segun-
do es un fragmento de 114 pb y 136 pb en las estirpes C57BL/6] y DBA/2], respectiva-
mente. Se utilizaron ambos marcadores para asegurarnos de que a lo largo de las genera-

ciones su localizacién no se vefa afectada por fenémenos de recombinacion.

Extraccion de ADN

El ADN genémico de los ratones de edades inferiores a P10 se obtuvo a partir de teji-
do de la cola. Para la obtencién del ADN las colas se homogeneizaron a 55 °C durante una
noche en un tampdn que contenia: proteinasa K (6 U/ml, Sigma-Aldrich, EE.UU.), dodecil
sulfato sédico (SDS, del inglés: Sodium Dodecyl Sulphate) al 20% (v/v), EDTA (del iglés: Ez-
hylene Diamine Tetracetic Acid) 0.5 M pH 8.0, NaCl 5 M, Tampoén Tris 1 M pH 8 y H,O Mili-
Q. Posteriormente, las colas se centrifugaron a 13.200 revoluciones por minuto (rpm) du-
rante 2 min. Se recogi6 el sobrenadante y el ADN se precipité con un volumen de isopro-
panol, centrifugando las muestras después (10 min) a 13.200 rpm. Por ultimo, el pellet de
ADN se lavé con etanol 70% (v/v) a 4 °C, se centrifugd de nuevo durante 10 min, se dejé

secar y se resuspendié en 50 pl de H,O Mili-Q.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) permite obtener un gran
numero de copias de un fragmento de ADN determinado a partir de muy poca cantidad de
ADN original, en un corto periodo de tiempo (Mullis et al., 1986). Se puso a punto un pro-
tocolo para la realizacién de la PCR con los marcadores: D13Mit250 y D13Mit283 (Labora-
torios  Jackson:  http://www.informatics.  jax.org/searches/probe.cgi?38700 'y
http:/ /www.informatics.jax.org/searches/probe.cgi? 41581. Los cebadores, asi como los

ciclos de temperatura, se detallan en las tablas 2 y 3, respectivamente.

El medio para la realizacion de la PCR contenfa: tampén comercial de la Taq polimera-
sa (5X, Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.), desoxinucleétidos trifosfato (0.2 mM,
Promega), Taq polimerasa (0.013 U/pl, Promega), dimetilsulféxido (DMSO; 5%), MgClI2
(1.5 mM), cebadores (5 uM), ADN (entre 100 y 500 ng de muestra) y H,O Mili-Q. En la
tabla 2 se recogen las secuencias de los dos cebadores correspondientes a cada uno de los

dos marcadores.

Tabla 2. Cebadores empleados para la amplificacion de las regiones D13Mit250 y D13Mit283.

arcacor Secuencia arcacor Secuencia
D13Mit250 D13Mit283
5-ACACTCATTTCC 5-GGAAGCAGT
Cebador 1 ATGCACGA-3 Cebador 1 CTCCTGCCTC-3
Cobador 2 5-AGGTCCTCAAAT Cebador 2 5-GAGAGGTGG
CTCACAAGTAGG-3 CACATGAGGTT-3
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Como control positivo se incluyé siempre una muestra de ADN de cada uno de los
tres genotipos posibles (+/+, +/pcd y ped/ped), mientras que como control negativo se
utiliz6 el medio anterior sustituyendo el volumen de ADN por H,O Mili-Q. La PCR de
ambos marcadores se realizé en un termociclador (Primus, MWG- Biotech, Vernon Hills,

Illinois, EE. UU) con los ciclos de temperatura que se detallan en la tabla 3:

Tabla 3. Condiciones de tiempo y temperatura de la PCR para genotipar la mutacién ped.

Temperatura Temperatura
D13Mit250 D13Mit283
1 5 min 94 °C 94 °C
2 1 min 94 °C 94 °C
3 1 min 54 °C x40 53°C x40
4 1min30s 72°C 72°C
5 10 min 72°C 72°C
6 o0 4°C 4°C
Electroforesis

Los productos de la PCR de las regiones microsatélites D13Mit250 y D13Mit283, que
tienen distintos tamafios en las estirpes C57BL/6] y DBA/2], se separaron mediante elec-
troforesis en un gel de agarosa (MS-8, Pronadisa, Madtid, Espafia) al 3% (p/v) en tampdn
Tris-borato-EDTA (TBE) 0.5X (ver Apéndice). Al gel se afiaden 0.4 pg/ml de bromuro de
etidio (Sigma-Aldrich) para la visualizacién de las distintas bandas del ADN amplificado,
observandolo bajo una lampara de luz ultravioleta (Gel Doc XR, BioRad Laboratories,
Barcelona, Espana). El marcador de peso molecular empleado fue el pBR322 DNA-Msp I
Digest New England BiolLabs, Ipswich, Massachusetts, EE.UU.). Los carriles donde apa-
recfan dos bandas de diferente tamafio (bien de 130 y 116 pb para el D13Mit250, o bien de
114 y 136 pb para el D13Mit283), se correspondian con animales heterocigotos (+/pcd),
mientras que en los que aparecia una sola banda de mayor grosor (bien de 116 pb para el
D13Mit250, o de 136 pb para el D13Mit283), se correspondian con animales homocigotos
controles (+/+). Por ultimo, los cartiles en los que aparecia una banda de 130 pb para el
D13Mit250 o de 114 pb para el D13Mit283 se correspondian con animales homocigotos
mutantes (pcd/pced).

Técnicas de Biologia Molecular

Hibridacion de Microarrays

La hibridacion de microarrays permite el analisis de los niveles de expresion de ARNm
en el cerebelo (en concreto el vermis) de ratones mutantes PCD, comparandolos con los
del control. Esta metodologia nos permite obtener una visiéon global del estado de nivel

transcripcional de los genes del ratén y compararlo con el del grupo experimental, en este
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caso el raton mutante PCD. Para ello, se aislé el ARN total de 3 ratones control y 3 ratones
mutantes PCD de P20 y se amplific6 el ARNm mediante hibridacién en micromatrices

(microarrays).

Extraccion del ARN total

Los animales se sacrificaron mediante dislocacién cervical. Se extrajo rapidamente el
cerebelo en una zona estéril para evitar contaminaciones. Seguidamente, se homogeneizé el
tejido con el Poly-tron (PT2100, Kinematica AG, Littau, Suiza) en 700 ul de TRIzol y se
dejo reposar durante 5 min a TA. Posteriormente, se afiadieron 200 ul de cloroformo, se
mezclo bien y se centrifugd durante 15 min a 12.000 g. A continuacion, se recogio la fase
acuosa y se transfirié a un eppendorf estéril, donde se afiadieron 500 ul de isopropanol,
mezclandolo bien para conseguir precipitar el ARN. Se dej6 reposar a TA (10 min) y poste-
riormente se centrifugd a 4 °C durante 20 min, a una velocidad de 11.000 rpm. Se elimin6
el sobrenadante, y se lavé el peller con 1 ml de etanol frio (-20 °C) al 75% (v/v). De nuevo,
se centrifugd (5 min) a 4 °C y a una velocidad de 8.500 rpm. Se eliminé el sobrenadante, se
dej6 secar el pellet de ARN y se resuspendié en un volumen de 30 ul de H,Opppe (H,O des-
tilada que se traté previamente durante 12 h con 500 pl/1 de dietilpirocarbonato (Sigma),
que posteriormente se autoclavo). El ARN fue purificado mediante columnas QIAGEN
(RNeasy mini-kit, Cat. N° 74104, Qiagen Iberia, Madrid). Por ultimo, el ARN resultante se
almacend a -80 °C hasta se utilizaciéon. Durante todo este proceso se utilizo material esteri-

lizado previamente en el autoclave.

Analisis de la expresion génica

Se utilizaron 5 pl de ARN total para el analisis del nivel de expresion génica diferencial,
entre el cerebelo del raton mutante PCD y el control. Previo a la hibridacién de los wzicroa-
rrays, se analizo la pureza y la concentraciéon del ARN total mediante el sistema Agilent
Bioanalyzer. Una vez comprobado que estas variables eran las adecuadas, se realiz6 la
hibridacién en una micromatriz especifica de genoma total del ratén (Gene Chip Mouse
Genome 430 2.0; High Wycombe, Reino Unido). Este dltimo paso se realiz6 en el Servicio
de Gendmica y Proteémica del Centro de Investigacion del Cancer (Universidad de Sala-
manca). Los resultados obtenidos en los wmicroarrays tueron posteriormente analizados en

colaboracion con el Servicio de Bioinformatica de dicho centro.

Analisis estadistico

El estudio estadistico de los microarrays se realizé6 mediante un analisis de expresion di-
ferencial entre las muestras de los ratones control y las muestras de los ratones mutantes
PCD. El célculo de la sefial se hizo mediante el algoritmo RMA (Robust Microarray Analy-
sis; Irizarry et al., 2003) y el calculo de expresion diferencial mediante SAM (Significance
Analysis of Microarrays; Tusher et al., 2001) que incluye una estimacioén del error mediante
FDR (False Discovery Rate; Benjamini et al., 2001).
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PCR atiempo real

En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos analizado mediante PCR a tiempo real
el nivel de expresion génica de los transcritos sintetizados a partir del gen #zal, tanto en el
BO como en el vermis del cerebelo. Este analisis lo realizamos en animales control de 10,
15, 20, 25, 50, 60, 70 y 80 dias de edad posnatal. Para ello obtuvimos el ARN siguiendo el
mismo protocolo que hemos descrito en el apartado anterior (“Hibridacion de microarrays”).
Se analizo la pureza y la concentraciéon del ARN total mediante el sistema Agilent Bioanaly-
zer. A continuacion, a partir del ARN aislado, procedimos a sintetizar el ADN copia

(ADNCc) correspondiente mediante el proceso de la retrotranscripcion.

Retrotranscripcion

El proceso de retrotranscripcion se realizé utilizando el kit ImPromII™ Reverse trans-
cription System (Promega). Este proceso se llevé a cabo en dos pasos. En el paso 1 se
mezclé 1 pg de ARN de cada muestra con 1 pl de hexameros de secuencias al azar (como
cebadores) y H,O Mili-Q, hasta un volumen final de 5 pl por muestra. A continuacion, en
un primer paso (ver tabla) se sometié cada muestra a un ciclo de 70 °C durante 5 min en el
termociclador (Primus, MWG- Biotech, Vernon Hills, Illinois, EE. UU.). Posteriormente

(paso 2) se anadi6 a cada muestra 15 pl de un medio que contenia:
H,O Mili-Q (6.1 pl)
MgCl, (25 mM; 2.4 ul)
Inhibidor de nucleasas (1 U/ul; 0.5 ul)
Desoxinucleétidos trifosfato (10 mM; 1 ul)
Tampon ImpromlII 5X (4 pl)
Transcriptasa inversa (1 ul)

Los ciclos de temperatura y los tiempos de cada ciclo a los que se realizé el proceso de

retrotranscripcion se detallan en la siguiente tabla:

Paso Tiempo Temperatura Funcion

1 5 min 70°C Desnaturalizacién de cebadores y ARN
5 min 4°C Preservacion del ARN durante la adicion del medio
5 min 25°C Anillamiento de los cebadores al ARN
2 1 hora 42°C Extension de la cadena
15 min 70°C Inactivacion de la transcriptasa inversa
o0 4°C Mantenimiento del ADNc

Finalmente, en cada muestra, a partir de 1 pg de ARN se obtuvo una concentracion fi-
nal de 50 ng/pl de ADNc en un volumen final de 20 pl.
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PCR cuantitativa en tiempo real

Una vez aislado el ADNc de cada una de las muestras, medimos el grado de expresion
de los transcritos del gen #znal de cada una de las muestras mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-PCR).

Este método se basa en la deteccion de los productos de amplificacion de la RT-PCR a
través del fluorocromo SYBR Green I. Esta molécula se introduce en la estructura secun-
daria de la doble hélice del ADN y se acopla energéticamente a los nucleétidos que lo for-
man, de manera que se incrementa notablemente su tasa de emision fluorescente. El com-
plejo resultante ADN-SYBR Green presenta el pico de absorcion en A = 498 nm vy el pico
de emisién en A = 522 nm (correspondiente a la zona verde del espectro, de ahi su nom-
bre). Puesto que la unién es estequiométrica mayor cantidad de ADN (a mayor intensidad
de emision fluorescente). El termociclador esta provisto de un sistema que le permite exci-
tar el fluorocromo y recoger la sefial emitida por éste al final de cada ciclo con lo que po-
demos medir la cantidad de ADN.

Como describimos anteriormente en la secciéon de Introduccion, el gen #nal codifica 3
transcritos  distintos de 1.218, 1.174 y 789 aminoacidos (http://bioinfow. de-
p.usal.es/xgate/principal.phprlocus= ENSMUSG00000021557&especie=mus+musculus).
Disenamos dos cebadores distintos para la amplificacién de los transcritos del gen n#al. El
primero reconocia especificamente el transcrito de 1.218 aminoacidos (nnalTrl). El se-
gundo amplificaba una regién comun para los tres transcritos (el total: nnalTrTot).
Ademas, como control de carga utilizamos cebadores que amplificaban el transcrito resul-

tante de la transcripcion del gen de la gapdh (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

Los cebadores para nnal se disefiaron de tal manera que cumplieran una serie de requi-

sitos:
1) Longitud de unos 20 nucleétidos, aproximadamente.
2) 50% de G+C.
3) Temperatura de anillamiento de 60 °C.

4) Longitud del amplicon de unas 100 pb, aproximadamente.

Tabla 5. Secuencias de los cebadores empleados para cada uno de los transctitos (S= Sentido;
A= Antisentido).

| nnalTrl Secuencia nnalTrTot Secuencia GAPDH Secuencia
: 5- 5-
s OO ISIoTOPA s CCCCATTGTAGT  §  GCCTATGTGGC
TCCCACAG-3¥ CTCCAAGGA-¥
5 5 5
A GGGCGGTCAGTT A CTTCCTTGGCTT A GTGTTGGGTGC
ATCTTCAG-3 CCTCTCCT-3' CCCTAGTTG-3
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El medio en el que se llevaba a cabo la RT-PCR estaba compuesto por los cebadores
(sentido y antisentido), el Mastermix” (contiene el SYBR Green; Promega), el ADNc de
cada muestra y H,O Mili-Q. Para la realizaciéon de la RT-PCR se emple6 el termociclador
7.000 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems). Las secuencias de nucleétidos de
cada uno de los cebadores y las condiciones de tiempo y temperatura a las que se llevo a

cabo la RT-PCR estan detalladas en las tablas 5 y 6, respectivamente.

Tabla 6. Ciclos de tiempo y temperatura a las que se realizé la PCR

Temperatura
1 2 min 50 °C
2 10 min 95°C
3 15s 94 °C
4 1 min 60 °C oSl
5 o0 4°C

Para comprobar que los cebadores que habiamos disefiado eran especificos y s6lo am-
plificaban la regién deseada, realizamos una electroforesis en un gel de agarosa al 3% (p/v)
de los resultados de la amplificacién. El tamafio de banda coincidia en cada caso con las

longitudes de los fragmentos teéricos amplificados (Fig. 10).

MP MP Trl TrT Gapdh

Figura 10. Electroforesis del producto de la PCR. El peso
molecular de los productos amplificados para cada par de cebado-
res coincide con el peso tedrico de la region disefiada para amplifi-
cat.

Otro parametro que habfa que analizar para comprobar que s6lo se habia amplificado
el producto esperado, era la curva de temperatura de fusiéon (Fig. 11). Existe una
ratura en la que todos los productos se encuentran en la estructura secundaria de doble
cadena. Cuando aumenta la temperatura, ocurre la desnaturalizacién y la fluorescencia emi-
tida por el fluorocromo cae drasticamente. En condiciones 6ptimas, al representar la velo-
cidad a la que varfa la fluorescencia emitida frente al aumento de temperatura se obtiene un

unico pico que se corresponde con la temperatura de fusién de cada muestra amplificada.
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Figura 11. Curva de temperatura de fusién. La presencia de una dnica
curva muestra que en todas las muestras sélo se ha amplificado un
producto a una temperatura de 77 °C.

Cuantificacion de los datos

El sistema de cuantificacion en la RT-PCR se basa en el namero de ciclos necesarios
para que una muestra alcance el ciclo umbral, que es el ciclo al que una determinada mues-
tra alcanza un determinado valor de fluorescencia. Este valor es inversamente proporcional
a la cantidad de ADNc de la muestra; es decir, a mayor cantidad de ADNc menor es el

numero de ciclos necesarios para alcanzar el ciclo umbral.

Para el estudio se emplearon tres muestras de cada grupo experimental y del gen con-

trol por triplicado.

La fase exponencial de la amplificacién sigue la siguiente féormula, donde E: eficiencia
del proceso; My: cantidad inicial de ADNc; M,: cantidad de ADNc en el ciclo “n”; n:

numero de ciclos.
Mn = M0<E)“

Se linealiza la ecuaciéon para obtener una recta (Fig. 12) donde el eje X representa el
logM, y el eje Y representa el numero de ciclos (n). Ademas, a partir de la pendiente de la

recta se puede calcular la E; m = - (1/logE).
logM,, = logM,, + n(logE)

Si M, es la cantidad de producto correspondiente al nivel de fluorescencia fijado en-

tonces n sera el punto de cruce de cada muestra (Cm).
n = logM, /logE — (1/logE)logM,
Cm = logM, /logE — (1/logE)logM,

Se realiz6 una recta patréon estandar con cuatro diluciones seriadas del ADNc de los ce-

rebelos (vermis) y bulbos olfatorios de los animales control (Fig. 12). Las cantidades de
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ADNCc empleadas eran de 50, 10, 1 y 0.1 ng. Como gen control utilizamos el gapdh. Sirvién-
donos de esta recta se podia calcular la M, de cada muestra. Se representaba el numero de

ciclos frente al logaritmo de la cantidad inicial de ADNc (M,).

35

.\i\

15

10
y =-3,4227x + 25,453

5
R?=0,9923

-15 -1 -0,5 0 0,5 1 15 2

Figura 12. Recta patrén realizada con 4 diluciones diferen-
te de una muestra de ADNc control. Los valores C de las
muestras problemas pueden determinarse a partir de la
recta.

A partir de aqui, suponiendo que la E es 6ptima, se aplica el método delta-C (AC; Li-
vak y Schmittgen, 2001) para comparar la expresion de los genes problema con los genes

control, donde r = gen de referencia y g = gen “problema’:
AC=C, -C,
M,, = 2°¢
Calculado este dltimo valor, tanto para los genes de estudio (g) como para un gen de

referencia (r), se divide el primero entre el segundo, corrigiendo asi la variabilidad entre

muestras de la cantidad inicial de ADNc:
(Bg)™*
(EI)ACr

De este modo, para comparar las diferencias en el nivel de expresiéon génica se aplica el
método delta-delta-C (AAC) propuesta por Pfaffl (2001):

AAC = AC, - AC,
AA
M,, = 2°°¢
Esta metodologia nos permitié calcular los niveles de expresiéon de cada muestra y el
poderlas comparar entre si. Para estudiar si existian diferencias significativas entre los nive-
les de expresion de un transcrito a lo largo de la edad, o bien entre los dos transcritos a una
misma edad se empleo el analisis estadistico de la # de Student. El nivel de significacién se

estableci6 en * p<<0.05 ** »<0.01. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS v14.0 (SPSS, Chi-
cago, IL, EE.UU.).
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Desarrollo del anticuerpo contra la proteina Nnal

Hasta el momento no se ha sintetizado ningin anticuerpo que reconozca la proteina
codificada por el gen nnal. En el presente trabajo de Tesis Doctoral nos propusimos des-
arrollar un anticuerpo policlonal contra la proteina Nnal. La sintesis del anticuerpo la llevé
a cabo la empresa Genosphere Biotechnologies (Parfs, Francia) a partir de un péptido pre-

viamente seleccionado por nosotros.

Eleccion de los péptidos

La elaboraciéon de anticuerpos contra proteinas transmembrana no esta exenta de
complicaciones. Trabajos previos habian descrito la localizacion tanto citoplasmatica como
nuclear de la proteina Nnal (Harris et al., 2000; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). El pri-
mer analisis consistié en averiguar la probabilidad de que la proteina Nnal fuera trans-

membrana. Para ello utilizamos el programa Transmembrane Helix Prediction (v 1.0).

Una vez comprobado que la proteina Nnal no posefa secuencias especificas de hélices
transmembrana, seleccionamos el péptido especifico con el que se iba a inmunizar a cone-
jos para obtener un suero policlonal. Dos factores claves en la elecciéon del péptido fueron
que: a) éste posea una alta antigenicidad (para que el anticuerpo se pueda unir bien a él), y
b) una baja homologia con el resto de secuencias aminoacidicas de las proteinas del raton,
para evitar uniones inespecificas del anticuerpo. Para el analisis de antigenicidad empleamos
el programa Antigenicity plot, y el programa BLASTp para el estudio de homologia entre
secuencias aminoacidicas. La protefna Nnal esta formada por 1.218 aminoacidos. El pépti-
do elegido constaba de 14 aminodacidos cuya secuencia era “GVETEDDEDTESHS”. Esta
secuencia peptidica era la que mayor antigenicidad tenfa (Fig. 13) y la que presentaba una

homologia mas baja con el resto de proteinas del raton (Fig. 14).

GVETEDDEDTESHS Colar kay far alignmant scoras

a0 4050

Sequence Campute === s e S
1

o 2 4 [ B 10 12 14

[ 10
Aminoaci d

Figura. 13. Ensayo de antigenicidad. El péptido

escogido mostraba un alto grado teérico de anti- ]

genicidad, cercano al maximo Figura. 14. Analisis de BLAST.
Este analisis confirmé que la se-
cuencia escogida presentaba una
homologfa baja (azul) o muy baja
(negra) con el resto de secuencias
conocidas del raton.
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Sintesis del péptido e inmunizacion

Una vez elegido el péptido, éste se remiti6 a la casa comercial para la inmunizacion de
los conejos. El protocolo que se sigui6 fue el siguiente. En primer lugar se sintetizaron 10
mg del péptido. La comprobacién de la sintesis correcta del péptido se analizé mediante
HPLC en fase inversa y espectrometria de masas. A continuacion se realizaron 6 inmuniza-
ciones secuenciales de 2 conejos a lo largo de un periodo de 3 meses. Por ultimo, se extra-
jeron 50 ml de antisuero de cada uno de los conejos, que fueron titulados mediante ELISA.
El anticuerpo fue testado tanto para inmunohistoquimica (en tejido y parafina), inmunoci-

toquimica para disociados neuronales y por western-blot.

Western-blot

Utilizamos la técnica de western-blot para la detecciéon de proteinas nitrosiladas en el
vermis, tanto de ratones control como de ratones mutantes PCD. El proceso completo se

realizé como describimos a continuacion.

Extraccion y valoracion de proteinas

Animales de 15, 20 y 25 dias de edad posnatal, tanto ratones control como mutantes,
se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Se aislo rapidamente el vermis del cerebelo y
se homogeneiz6 con el Poly-Tron (PT2100, Kinematica AG, Suiza) en 700 pl de tampon
RIPA, que ademas contenia un coctel de inhibidores de proteasas, ortovanadato de sodio y
PMSF (del inglés: Pheny/MethaneS ulphonylFlnoride; Santa Cruz). Se dejo reposar el homogena-
do durante 5 min a 4 °C y se centrifugd posteriormente durante 10 min a 16.000 rpm. Se
recogio6 el sobrenadante sobre un eppendorf frio y se agité durante 1 min. Este proceso se

repiti6 hasta un total de 3 veces. El extracto de proteinas se almacend a -80 °C hasta su uso.

La valoracién de la cantidad de protefnas totales obtenidas se llevé a cabo mediante el
método Bradford (1976). Para ello elaboramos una recta patrén utilizando una solucion
madre con una concentracion de 1 mg/ml de BSA (A-7030, Sigma-Aldrich, Madrid). A
partir de esta solucién madre se obtuvieron diluciones que contenfan 2.5, 12.5, 25 y 50
ug/ml de BSA. Se tomaron 400 ul de cada una de las diluciones y se les afiadié 400 pl de
SDS al 0.004% (p/v) y 200 pl del reactivo de Bradford (BioRad). Se dejé incubar durante
10 min a TA, y se midi6 su absorbancia para una longitud de onda de 595 nm en un espec-
trofotometro. Con estos datos se elabord una recta patrén, con la concentracion de protei-

nas en un eje, y la absorbancia a 595 nm en el otro eje.

El extracto de proteinas se diluy6 a una concentraciéon de 1:1.000 en H,O para que el
SDS que quedase no interfiriera en la valoracion proteica. De estas diluciones, se tomaron
800 ul a los que se les anadieron 200 pl del reactivo de Bradford (BioRad). Se mezclaron y
dejaron reposar durante 10 min a TA. A continuaciéon se midié su absorbancia a 595 nm.
Los resultados de absorbancia se aplicaron a la recta patrén para asi calcular la cantidad de

proteina de cada muestra.
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Preparacion de los geles de SDS-poliacrilamida

El siguiente paso fue separar las proteinas mediante electroforesis. Los geles utilizados
para la separacion fueron de poliacrilamida (composicion indicada en la parte inferior), de
un grosor de 1.5 mm. El porcentaje de poliacrilamida de los geles utilizados para la separa-

cién de las proteinas analizadas fue del 10% (p/v).

Gel de concentracion Gel de separacion

H,O destilada (6.05 ml) H,O destilada (15.9 ml)
Actrilamida/Bisacrilamida (37.5:1; 1.25 ml) Actilamida/Bisacrilamida (6 ml)
Tampo6n Tris (0.5 M, pH 6.8; 2.5 ml) Tampon Tris (1.5 M, pH 8.8; 7.5 ml)
SDS 10% (v/v; 300 ul) SDS 10% (v/v; 100 ul)

APS (Biorad; ver abreviaturas; 300 pl) APS (100 ul)

TEMED (Biorad; ver abreviaturas; 12 ul) TEMED (10 pl)

El gel de separacion se depositéd entre los cristales de electroforesis hasta dos tercios de
su altura. El resto se recubrié con H,O ultrapura y se esperd hasta la polimerizacion del gel.
Posteriormente, se eliminé el H,O y se afiadi6 el gel de concentracion, insertando rapida-
mente el peine para la formacion de los pocillos. Una vez polimerizado el gel de concentra-

cion se retird el peine para comenzar la electroforesis.

Electroforesis

Se resuspendieron 80 pg de cada una de las muestras de proteinas en 5 ul de tampédn
de carga (Bio-Rad) y EGTA 5 mM (del inglés: EthyleneGlycoll etraaceticAcid, Sigma) con el fin
de que el calcio no afectase a la movilidad electroforética de las proteinas. A continuacion,
para desnaturalizar las proteinas, se hirvieron las muestras durante 5 min a 100 °C, y tras
centrifugarlas a 12.000 rpm se mantuvieron en hielo. Finalmente, las muestras se cargaron
en el gel de agarosa, el primero de los pocillos para el marcador de peso molecular (Bio-
Rad). Para la separacion de las proteinas se aplicé una diferencia de potencial de 160 V
durante aproximadamente 1 hora y media. El tampén en el que se realizé la separacion
contenia 10% (p/v) de Tris-glicina pH 8.3 y 10% SDS (p/v) en H,O.

Una vez concluida la separacion, procedimos a la transferencia de las proteinas desde el
gel de poliacrilamida a una membrana de PVDYF (del inglés: Polyl inildeneDiFluoride). Para
ello, se aplicé un voltaje de 90 V durante 2 horas y media a 4 °C, de tal forma que las pro-
tefnas previamente separadas en el gel se transfirieron a la membrana. El tampén utilizado
para la transferencia estaba compuesto de 0.1 M Glicina, 0.025 M Tris base, 20% (v/v)
metanol y H,O.

Por ultimo, para detectar si la transferencia de las proteinas a la membrana habfa sido
efectiva, utilizamos la tincién con rojo Ponceau al 0.1% (p/v) diluido en acido acético al
5%. Esta coloracién marca las proteinas transferidas a la membrana, mientras que las pro-

tefnas que no lo hayan hecho se detectan introduciendo el gel en azul de Comassie al 0.13%

P/v)-
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Inmunodeteccion

Para realizar el inmuno-blot sobre la membrana llevamos a cabo el siguiente protocolo.
La membrana se preincub6 con un medio de bloqueo formado por leche desnatada en
polvo al 5% (p/v) en TES-Tween al 0.5% (v/v) a TA durante 1 hora. A continuacién, se
incubo el anticuerpo primario contra la 3-nitrotirosina (1:2.000; anticuerpo policlonal hecho
en rata; Advanced Targeting Systems, San Diego, EE.UU.) durante la noche a 4 °C. Al dia
siguiente se lavé la membrana con TFS-Tween 0.5% (3 x 10 min) y se incub6 el anticuerpo
secundario biotinado anti-rata (1:500; Jackson) a TA durante 1 hora. Posteriormente se lavo
de nuevo la membrana (3 x 10 min) y se incub6 durante 1 hora el complejo de estreptavi-
dina (que se une a la biotina) conjugado con peroxidasa (1:500; Vector). Por ultimo, utili-
zamos un kit de quimioluminiscencia para detectar el anticuerpo (Western-blotting luminol
reagent, Santa Cruz). Este kit posee H,O, que se reduce en presencia de la peroxidasa. El
luminol presente en la reaccién se oxida, dando lugar a un compuesto que emite luz. Para la
documentacion, la membrana se expone a una pelicula de autorradiografia que detecta la
seflal quimioluminiscente. Finalmente, las peliculas se revelaron segin un protocolo meca-
nizado (Kodak X-OMAT 2000, EE.UU.).

Técnicas de analisis histologico

Obtencion y seccionamiento del tejido

Para el estudio con la técnica inmunohistoquimica se emplearon secciones de tejido de
animales de 15, 20, 25, y 30 dias de edad posnatal. Los animales se anestesiaron con una
mezcla 3:4 de ketamina (Imalgéne, Merial, Francia) e hidrato de xilacina (Rompun, Bayer,
Alemania). A continuacion, por via intradrtica se administré 0.1 ml de heparina, y se per-
fundieron los animales con NaCl 0.9% (p/v), seguido de una solucién fijadora compuesta
por tamp6én fosfato (TF) 0.2 M pH 7.4, acido picrico al 2% (v/v) y 4% de paraformaldehi-
do (PFA; p/v) durante 15 min. Se aislaron los vermis de los cerebelos y se posfijaron en la
misma solucién fijadora durante 2 horas. Posteriormente, las secciones se lavaron con TF
0.1 M pH 7.4 (5 x 10 min). Para su crioproteccion, los bloques de tejidos se sumergieron en
sacarosa al 30% (p/v) durante una noche a 4 °C, hasta que se hundieron. Finalmente, los
bloques de tejido se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su
uso. Las secciones de tejido se obtuvieron con un microtomo de deslizamiento (Jung SM
2000, cuchilla tipo C, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Alemania) acoplado a una uni-
dad de congelacion (Frigomobil, Leica). Se realizaron secciones sagitales del vermis de 30
um de grosor, que se recogieron en TF 0.1 M en placas multipocillo en 6 series. Por altimo,
se almacenaron las secciones a -20 °C en mezcla congeladora compuesta por 30% de glice-
rol (v/v) y 30% (v/v) de polietilenglicol en TF 0.1 M.
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Técnica inmunohistoquimica en tejido

La deteccion de los distintos antigenos (Tabla 7) mediante inmunofluorescencia en
secciones de tejido se realiz6 mediante el siguiente procedimiento. Una vez obtenidas las
secciones siguiendo la metodologia previamente detallada, éstas se lavaron en tampén fos-
fato salino (TFS; 3 x 10 min). Con el fin de eliminar la autofluorescencia debida a los al-
dehidos, las secciones se incubaron con borohidruro sédico 1% (p/v) durante 20 min (We-
ruaga-Prieto et al., 1996). Después se lavaron en TFS (5 x 10 min) y se pre-incubaron du-
rante 1 hora en una mezcla que contenfa 0.1% (v/v) de Triton X-100, 5% del suero corres-
pondiente (v/v; Sigma) diluido en TFS. Especificamente para la deteccion del factor de
transcripcion Olig2 se afiadia también a este medio DMSO al 1% (v/v). A continuacion, en
la misma mezcla se incubaron los antisueros primarios durante 24 horas a temperatura am-
biente (T'A). Tras la incubacion se lavaron las secciones en TES (3 x 10 min) y se incuba-
ron, durante 2 horas, a TA en oscuridad con el antisuero secundario correspondiente
(1:500) en TFS. En la tabla 7 se enumeran los anticuerpos secundarios empleados para de-
tectar cada primario. Por dltimo, tras lavar las secciones con TFS (3 x 10 min) se montaron

en portaobjetos gelatinizados con un medio “anti-desvanecimiento” (ver Apéndice).

Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados con la técnica inmunohistoquimica

Anticuerpo primario Referencia Dilucion Anticuerpo secundario
Anti-Calbindina (conejo) Swant, Suiza 1:7.000 Cy3 anti-lgG de conejo
Anti- Calbindina (ratén) Swant, Suiza 1:2.000 Cy2 anti-IgG de ratén
Anti-GFAP (rat6n) Sigma, EE.UU. 1:2.000 Cy2 anti-lgG de raton
Anti-lba1 (conejo) Wako Chemicals, EE.UU. 1:1.000 Cy3 anti-lgG de conejo
Anti-MBP (pollo) Chemicon, EE.UU. 1:100 Cy2 anti-lgG de pollo
Anti-Olig2 (conejo) Chemicon, EE.UU. 1:100 Cy3 anti-lgG de conejo
Anti-Tuj1 (conejo) Covance, EE.UU. 1:1.000 Cy3 anti IgG de conejo

Controles de las técnicas de inmunohistoquimica

Para comprobar que no existian uniones inespecificas, y por lo tanto que no detecta-

bamos falsos positivos, llevamos a cabo los siguientes controles:

e Omision de los anticuerpos primarios para detectar uniones inespecificas de los an-
ticuerpos secundarios a proteinas del tejido.

e Omision de los anticuerpos secundarios para detectar emision de fluorescencia in-
especifica.

e En el caso de doble inmunofluorescencia, incubacién con uno de los dos anticuer-
pos primarios y adiciéon del anticuerpo secundario correspondiente al anticuerpo
primario omitido para detectar uniones cruzadas.

En ninguno de los casos detectamos falsos positivos por uniones inespecificas.
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Inclusién en parafina

Para el analisis de la expresion de los distintos grados de tirosinacion de la o-tubulina
utilizamos secciones de tejido incluido en parafina. La fijacion del tejido se realiz6 siguien-
do el mismo protocolo que hemos descrito previamente. Tras aislar el vermis, se deshidrato

en concentraciones crecientes de alcohol:

Alcohol Tiempo
Alcohol 50% 15 min
Alcohol 70% 30 min
Alcohol 80% 30 min
Alcohol 90% 30 min
Alcohol 96% 2x 1 hora
Alcohol 100% 3 x 30 min

Tolueno 2 x 15 min

Una vez deshidratado, el tejido se incluy6 en parafina (Paraplast Plus, Panreac, Espafa)
durante toda la noche a 60 °C. Al dia siguiente se realizaron dos cambios de parafina (2 x 2
h). Por dltimo, con un microtomo (Leica 2065, Alemania) se realizaron secciones de 5 pm
de grosor que se recogieron en portaobjetos tratados con polilisina (Thermo scientific,

Alemania).

Técnica inmunohistoquimica en parafina

Sobre las secciones de parafina se analizé, mediante inmunohistoquimica, el patron de
expresion de la Tyr-Tub, Glu-Tub y la A-Tub. El primer paso fue la desparafinacion e
hidratacion de las secciones. Para ello pasamos las muestras por xilol y por concentraciones
decrecientes de alcohol (xilol, etanol 100%, 96%, 90%, 80%, 70%, 50%) y agua.

A continuacion, con el fin de inactivar las peroxidasas endogenas, las secciones se tra-
taron con H,0, al 3% (v/v) a 27 °C durante 15 min. Postetiormente, las muestras se incu-
baron con una solucién que contenia TFS, seroalbimina bovina (BSA) al 0.3% (p/v) y
Triton X-100 al 0.5% (v/v) durante 6 min. Seguidamente, las secciones se preincubaron
con una solucién compuesta por TES y BSA al 3% (p/v) durante 30 min. Por ultimo, se
incubaron los anticuerpos primarios (Tabla 8) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguien-
te, las muestras se lavaron (3 x 5 min) con TFS-Tween 0.1% (v/v), para después incubar el
anticuerpo secundario biotinado correspondiente (anti-conejo o anti-rata; 1:500) durante 30
min, a TA. Transcurrido ese tiempo, las secciones se lavaron con TES-Tween 0.1% (v/v) y
se incubaron con el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa durante 30 min a TA. Para el
revelado se utiliz6 una mezcla de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) al 0.03% (v/v) y H,O, al
0.0033% (v/v) en TES-Tween 0.1%. La peroxidasa reduce el H,O, y hace que se oxide la
DAB originando precipitados de color marron. Finalmente, las secciones se deshidrataron
en una baterfa de alcoholes de gradacion creciente y xilol (5 min en cada paso), y se monta-

ron con Entellan (Merck).
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Tabla 8. Anticuerpos primarios empleados para la detec-

cion de las distintas formas de la a-tubulina

Anticuerpo Referencia Dilucion
" Anti-Tyr-Tub ~ Abcam (ab6160)  1:1.000
" Anti-Glu-Tub  Millipore (AB2301)  1:500
\ Anti-A-Tub  Millipore (AB3203)  1:500

Disociado de neuronas

El estudio de los compartimentos nucleares de las CP se realizé con preparaciones de
disociados neuronales (Fig. 15; Lafarga et al., 1998; Pena et al., 2001). Para la obtencién de
los disociados neuronales se perfundieron los ratones con PFA (1 ml/g de peso) al 3.7%
(p/v) en TES 0.1 M, pH 7.4. Seguidamente se aislé el vermis del cerebelo y se dejé en pos-
fijaciéon en la misma solucién durante 25 min en agitaciéon a TA. A continuacién, se obtu-
vieron secciones sagitales de 250 um de grosor con un vibratomo (Leica). El disociado neu-
ronal se obtuvo depositando una pequefa porcion de vermis que contenfa CP sobre un
portaobjetos (SuperFrostPlus®, Menzel-Gliser, Alemania). I.a muestra se cubrié con 10 pl
de TES y sobre ella se situé un cubreobjetos de 18x18 mm. A continuacién se fueron dis-
ociando las neuronas mediante percusién mecanica con una aguja histologica. El grado de
disociaciéon y la preservacion citologica de las neuronas se controlé bajo el microscopio.
Con el fin de poder retirar el cubreobjetos sin dafiar el disociado neuronal adherido al por-
taobjetos, las muestras se congelaron con nieve carbonica durante 5 min. Una vez retirado
el portaobijetos, los disociados neuronales se sumergieron en etanol de 96% (v/v) a 4 °Cy

después se pasaron a TES para su almacenamiento a 4 °C, hasta su uso.

Figura 15. Ejemplo de disociado de CP a partir del
vermis del cerebelo contratefiidas con ioduro de

propidio (IP). Ademas, se pueden observar otros
elementos neurales del cerebelo.
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Inmunofluorescencia en disociados neuronales

Para la inmunofluorescencia convencional, las muestras de CP disociadas y fijadas con
PFA al 3.7% en TFS se trataron secuencialmente con glicina 0.1 M en TFS durante 15 min
y después se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% (v/v) durante 45 min. Posterior-
mente, los disociados se lavaron con TFS-Tween-20 al 0.05% (v/v). Cuando se realizé in-
munofluorescencia simple, las muestras se incubaron durante toda la noche con el anti-
cuerpo primario a 4 °C (Tabla 9). Tras la incubacion, los disociados neuronales se lavaron
con Tween-20 0.05% (v/v) en TFES y se incubaron en oscuridad durante 45 min con el an-
ticuerpo secundario correspondiente (Tabla 9; Jackson, EE.UU.). En algunas ocasiones, el
disociado neuronal se contratefifa con IP (1:2.000) durante 15 min. Finalmente se lavaron

en TES y se montaron con una solucion “anti-desvanecimiento”.

En el caso de realizar una inmunofluorescencia doble, se incubé uno de los anticuet-
pos primarios durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lavaron los disociados neu-
ronales con TFS-Tween-20 0.05% y se incubd el segundo de los anticuerpos primarios
durante 1 hora a TA. A continuacion, se lavé con TFS-Tween 20 (3 x 5 min) al 0.05% y se
revelaron siempre, en primer lugar, los anticuerpos primarios monoclonales con FITC
(1:150) durante 45 min, para posteriormente revelar los anticuerpos policlonales con el
fluorocromo Texas-Red (Jackson, EE.UU.), también durante 45 min. Finalmente, los dis-
ociados neuronales se lavaron con TFS y se montaron con una solucién anti-
desvanecimiento. Los anticuerpos primarios usados y sus diluciones se enumeran en la ta-
bla 9. Las muestras se analizaron con un microscopio laser confocal (Zeiss LSM 510) usan-
do un objetivo plan-apocromatico de 63X (1.4 AN), y laseres de Ar (488 nm) y HeNe (543

nm).

Tabla 9. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en los disociados neuronales

Anticuerpo primario REEEEES Dilucion Anticuerpo secundario
Anti-53BP1 (conejo) Novus Biologicals, EE.UU. 1:200 Texas-Red anti-IgG conejo
Anti-ATM pS1981 (conejo) Rockland, EE.UU. 1:100 Texas-Red anti-lgG conejo
Anti-Coilina (conejo) (Bohmann et al., 1995) 1:75 Texas-Red anti-lgG conejo
Anti-Fibrilarina (ratén) (Reimer et al., 1987) 1:10 FITC anti-IgG ratén
Anti—yH2AX (rat6n) Upstate, EE.UU. 1:300 FITC anti-IgG ratén
Anti- H4-3Me-K20 (conejo) Upstate, EE.UU. 1:100 Texas-Red anti-IgG conejo
Anti-Proteasoma 20S (conejo) (Mengual et al., 1996) 1:1.000 Texas-Red anti-IgG conejo

Anélsisis estadistico

El recuento de numero de CC por CP se realizé sobre disociados neuronales. Se em-
plearon disociados neuronales de 3 animales de cada grupo experimental, control y PCD de
P15 y P20. Se contabilizé el nimero de CC por cada CP en un total de 200 CP por animal.
Para estudiar si existian diferencias significativas entre los animales control y los PCD se
empled el analisis estadistico de la # de Student. El nivel de significacion se estableci6 en **
$<0.01. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS v14.0 (SPSS, Chicago, IL, EE.UU.).
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TUNEL (Terminal transferase-mediated dUTP Nick End Labelling)

En tejido

La técnica de TUNEL en tejido se empleo para la deteccion de apoptosis. La fijacion y
corte del tejido se realiz6 como hemos descrito anteriormente. Las secciones se lavaron
con TFS 0.1 M pH 7.4 (3 x 10 min). A continuacién, se f1j6 de nuevo el tejido con una
mezcla de etanol : acido acético (2:1) a -20 °C durante 5 min, para después lavar con TES (3
x 10 min). Posteriormente, para reducir el marcaje de fondo, se incubaron las secciones con
borohidruro sédico (5 mg/ml) durante 20 min a TA. Postetiormente, se permeabilizé el
tejido durante 15 min con una solucién compuesta de 0.2% (v/v) Triton X-100 y 0.1%
(v/v) de citrato sédico preparada en el momento. El siguiente paso fue la incubacién de las
secciones en tampon TUNEL (30 mM Tris pH 7.2, 140 mM de cacodilato de sodio, 1 mM
de cloruro de cobalto, 0.3% de Triton X-100). A continuacién, se incub6 la preparacion
con Transferasa terminal (2 pl/ml; Roche) y dUTP-biotinado (1 pl/ml; Roche) durante
2 horas a 37 °C, en tampon TUNEL. La reaccién se par6 con tampoén SSC (2 x 10 min) y
con TFS (3 x 10 min). Después se incubaron las secciones con el fluorocromo Cy2 conju-

gado con estreptavidina (1:500) para tener una sefial visible tras su unién con la biotina.

La técnica de TUNEL se utiliz6 en combinacién con la técnica inmunohistoquimica.
Se realizaron 2 pruebas para elegir el orden de los procedimientos y los mejores resultados
se obtuvieron aplicando en primer lugar la inmunohistoquimica y después la técnica de
TUNEL.

En disociados neuronales

El protocolo de fijacién y permeabilizacion del disociado que empleamos fue el mismo
que el utilizado para realizar la inmunofluorescencia convencional. Una vez permeabilizado
el disociado, se lavé con TES y se incub6 con la mezcla de TUNEL que contenfa 47.5 pl de
tampon TUNEL y 2.5 ul del enzima transferasa terminal que tenia acoplado el fluorocro-
mo Cy3 (Roche) durante 45 min a 37 °C. A continuacién, se lavaron las muestras con TFS
y se montaron las secciones con una solucion anti-desvanecimiento. Cuando se acopld la
técnica TUNEL con la técnica de inmunofluorescencia, en primer lugar se llevaba a cabo el
protocolo para la inmunofluorescencia (arriba descrito) y a continuacion el protocolo para
la deteccion del TUNEL, de manera idéntica a lo empleado con secciones de tejido. Las

muestras se examinaron con un microscopio laser confocal (Zeiss LSM 510) usando un
objetivo plan-apocromatico de 63X (1,4 AN), y laseres de Ar (488 nm) y HeNe (543 nm).

Microscopia electronica

Inclusion en Araldita

Examinamos la ultraestructura de las CP a lo largo de su etapa degenerativa, para ello

empleamos ratones control y mutantes PCD de 15, 20 y 25 dfas de edad posnatal. Los ani-
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males de experimentacion se perfundieron con una solucion fijadora que contenia glutaral-
dehido al 3% (v/v), PFA al 1% (p/v) y cloturo calcico al 0.5% en TF 0.12 M (pH 7.4). A
continuacion, se aislé el vermis y se mantuvo en posfijaciéon en la misma solucién fijadora

durante toda la noche a 4 °C.

Con un vibratomo se obtuvieron secciones sagitales del vermis, de 500 um de grosor,
que se lavaron en TF 0.1 M, se posfijaton con tetradéxido de osmio al 2% (v/v) diluido en
tampon de doble-fuerza 0.12 M (ver Apéndice). Posteriormente se lavaron las secciones (3
x 15 min) con solucién Palay 0.12 M (ver Apéndice), seguido de lavados (6 x 15 min) con
cloruro de sodio al 2.4% (p/v). Después, los bloques de tejido se deshidrataron en concen-
traciones crecientes de etanol. Una vez deshidratados, los bloques de tejido se incluyeron

en Araldita (Durcupan ACM, Fluka, Suiza) siguiendo el protocolo indicado en la tabla 10:

Tabla 10. Protocolo de inclusién en araldita

Solucion Tiempo Temperatura
Oxido de propileno : Mezcla B (3:1) 1h TA
Oxido de propileno : Mezcla B (2:2) 3h TA

Mezcla B 3h TA

Mezcla B Toda la noche TA

Composicion de la Mezcla B (ver Apéndice)

La polimerizacién de la resina se realizé en una estufa a 65 °C durante 2 dfas. Final-
mente, los bloques se cortaron con un ultramicrotomo. Se practicaron cortes semifinos de
1 um de grosor con un ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT) y se tifieron con una solucién
de azul de toluidina (ver Apéndice), que sirvieron para seleccionar la zona de la CCP para el
estudio ultraestructural. Brevemente, los cortes semifinos se cubrieron con la solucion de
azul de toluidina y se calentaron en una placa calefactora hasta que la solucion comenzé a
evaporarse. Luego se retird el exceso de solucién y se secaron las secciones durante una
noche en una estufa a 37 °C. Por dltimo, se aclararon las secciones con xileno para poder
cubrirlas con el medio de montaje para microscopia Entellan® y un cubreobjetos. Las sec-
ciones ultrafinas de 50 nm de espesor se recogieron en rejillas niqueladas recubiertas de una
pelicula de Formvar® (Sigma) para su observacién con un microscopio electrénico (Philips
EM-208) que opera a 60 kV.

Inclusion en Lowicryl

Para poder detectar proteinas especificas con el microscopio electrénico la inclusion
del tejido se llevo a cabo en Lowicryl. Para ello se perfundieron los ratones con PFA 4% en
tampon cacodilato 0.1 M pH 7.4 durante 20 min. A continuacion, se realizaron cortes de
300 pm de espesor en el vibratomo y se dejaron en agitaciéon en el mismo fijador durante
100 min a TA. Los cortes se lavaron posteriormente en tampon cacodilato 0.1 M pH 7.4 (3
x 15 min). Seguidamente, las secciones se lavaron (2 x 25 min) en una solucién de tampédn

cacodilato 0.1 M pH 7.4 que contenia 50 mM de cloruro de amonio a 4 °C. De nuevo, los
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bloques de tejido se lavaron con tampoén cacodilato 0.1 M pH 7.4 (3 x 10 min) a 4 °C. Pos-
teriormente, los bloques de tejido se deshidrataron en concentraciones crecientes de meta-

nol a las temperaturas que se indican en la tabla 11.

Tabla 11. Protocolo de deshidratacion

Solucion Tiempo  Temperatura
Metanol (30%) 10 min 4°C
Metanol (50%) 10 min 4°C
Metanol (70%) 10 min -10°C
Metanol (90%) 2x 20 min -20°C
Metanol (90%): Lowicryl (1:1) 45 min -20°C
Metanol (90%): Lowicryl (1:2) 45 min -20°C
Lowicryl 1h -20°C
Lowicryl Toda la noche -20°C

Posteriormente, los bloques de tejido se encapsularon en gelatina transparente, evitan-
do el contacto con el aire. Los bloques de gelatina se colocaron en una caja forrada en pa-
pel de aluminio y la resina se polimerizé bajo lampara de ultravioleta (366 nm; Philips
T16/05) situada a unos 30 cm de las capsulas. La polimerizacion se realizé durante 5 dias a

-20 °C, y posteriormente durante 3 dfas a TA.

Técnica inmunocitoquimica

Para la deteccion de la coilina en los cuerpos de Cajal durante la degeneracion de las
CP se utiliz6 la técnica inmunocitoquimica. Se realizaron secciones ultrafinas del vermis de
70 nm de grosor y se recogieron sobre rejillas de niquel filmadas recubiertas de una pelicula
de Formvar. A continuacion, se colocaron las rejillas sobre gotas de 0.1% (p/v) de tampén
BSA-Tris, pH 7.4 (ver Apéndice) durante 30 min a T'A. Posteriormente, las rejillas se pusie-
ron en camara humeda, sobre gotas de una soluciéon que contenia 0.1% (p/v) de BSA-Ttis,
1% de suero fetal bovino inactivado por calor y el anticuerpo policlonal anti-coilina (1:50)
durante 1 hora a 37 °C. Las rejillas se lavaron con tampoén BSA-Tris a TA (3 x 10 min) y se
colocaron sobre gotas que contenfan 0.1% BSA-Tris y el anticuerpo secundario anti-conejo
(1:100) que estaba marcado con oro coloidal durante 45 min. A continuacion, se lavaron las
rejillas con 0.1% BSA-Tris (3 x 10 min) y luego con H,O destilada (1 x 10 min). Finalmen-
te, las rejillas se dejaron secar al aire y se contrastaron con acetato de uranilo. Los resulta-

dos se observaron con un microscopio electréonico (Philips EM-208) que opera a 60 kV.

Hibridacion in situ de ADN telomérico

Durante el presente trabajo de Tesis Doctoral abordamos el estudio del estado de la
cromatina del ntcleo de las CP tanto de los animales control como de los ratones PCD. Un

tipo especifico de cromatina que estudiamos fue el posicionamiento del ADN telomérico.
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Para ello utilizamos la técnica de hibridacién i situ que aplicamos a los disociados neurona-
les de CP. Una vez obtenidos los disociados, se lavaron con TFS (3 x 5 min) y a continua-
cién se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.5% (p/v) durante 45 min. A continuacion,

se prepar6 la sonda de la hibridacién que contenfa:

1) Tris 10 mM pH 7.2
2) Formamida deionizada al 70% (v/v).
3) Sonda especifica para unién a ADN telomérico marcada con el fluorocromo Cy3
(0.5 pg/ml. DNAtelom, DakoCytomation, Dinamarca)
4) 0.25% suero de bloqueo
5) Tampén MgCl, pH 7.0
e MeCl, 25 mM
e Acido citrico 9 mM
e Na,HPO, 82 mM
6) H,O destilada

Se desnaturalizaron las muestras a 80 °C durante 3 min y se incub6 la sonda durante 2

horas a TA en una camara humeda, se lavaron las muestras (2 x 10 min) en agitacioén, con
una solucién que contenfa (Tris 10 mM pH 7.2, Formamida al 70% (v/v), BSA al 0.1%
(p/v) y H,O destilada)

Seguidamente, las muestras se lavaron (3 x 5 min) con TBS (Tris 100 mM pH 7.0,
NaCl 150 mM y Tween-20 al 0.08%) y se deshidrataron en concentraciones crecientes de
etanol (70%-90%-100%). Se dejaron secar las muestras y se cubrieron con solucion anti-

desvanecimiento.

Hibridacion in situ de la cadena de Poli(A)

La técnica de la hibridacion iz situ para la cadena de Poli(A) se realizé sobre los dis-
ociados neuronales para detectar la distribucion del ARN poliadenilado. En primer lugar se
lavaron las muestras con TFS (3 x 5 min) a TA, para después permeabilizar con TBS-E-
SDS en dos pasos, un primer paso de permeabilizacion a 37 °C (10 min) y después durante
5 min a TA. A continuacion, las muestras se lavaron con la solucién 6X SSPE-Tween 0.1%
(3 x 5 min) a TA. Posteriormente se incubaron 10 pl de una mezcla que contenia ARNE,
soluciéon Denhart 50X y SSPE 6X, durante 45 min a TA. La hibridacién se realiz6 incu-
bando una sonda biotinada (2’-O-alquil oligoribonucleétido Poli(U) que contenia 20 resi-
duos de uridina en tandem; Biomers, Ulm, Alemania) durante 3 horas a TA y a continua-
cion se lavaron las muestras con tampon 6X SSPE (3 x 5 min). A partir de este momento,
todos los pasos del protocolo se realizaron a 37 °C. Se retiraron los restos de la sonda con
tampon 4X SSC-Tween 0.1% (2 x 5 min). El revelado se realiz6 con el fluorocromo FITC
que estaba unido a avidina (que le permite unirse a la biotina de la sonda). La mezcla que
contenia el complejo FITC-avidina estaba formada por tampon 4X SSC-Tween 0.1% y

BSA al 10% y la incubacién durd 30 min. Para amplificar la sefial se incubé con un comple-
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jo avidina-biotina (30 min) y se volvi6 a reincubar con el complejo FITC-Avidina (30 min).
Finalmente, se lavaron las muestras con 4X SSC-Tw 0.1% y se cubrieron con soluciéon Vec-

taShield (Vector).

Técnica de analisis de comportamiento

Prueba de la barra giratoria (Rota-rod)

Con el fin de analizar la capacidad motora de los animales de experimentacion, utiliza-
mos el st de equilibro de Rota-rod. Se someti6 al ensayo a diez ratones mutantes PCD y
diez ratones control, todos ellos de 15 dias de edad posnatal (P15). El #es# se realiz6 siempre
en las mismas condiciones, entre las 9:00 y las 14:00 horas, y en silencio para evitar falsas

medidas debidas al reflejo de sobresalto.

Todos los ratones se colocaron en una barra moleteada con una velocidad de rotacion
de 4 rpm (Rota-rod LE 8200, Letica Scientific Instruments, Barcelona). Cuando todos ellos
caminaban sobre la barra en la misma direccién durante al menos 10 s, se acciond una ace-
leracion de 0.6 rpm/s. En cada caso, se apunto la velocidad maxima y el tiempo al que ca-
yeron de la barra por pérdida de equilibrio. La prueba se repitié 7 veces con intervalos de
descanso de 20 min. Para el analisis estadistico se eliminaron los resultados de la primera y
la dltima medicion. Para realizar el analisis estadistico se emple6 el 7z de la # de Student
para la comparacion de dos grupos. El nivel de significacion se establecié en * p<0.05 y **
$<0.01. Se utiliz6 el programa estadistico SPSS v14.0 (SPSS, Chicago, 1L, EE.UU.)
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Resultados

Degeneracion de las células de Purkinje

Estudios previos han descrito que la degeneracion de las células de Purkinje ocurre en-
tre P20 y P30 (Landis y Mullen, 1978; Fernandez-Gonzalez et al., 2002; Wang y Morgan,
2007). Por lo tanto, nosotros hemos analizado el proceso neurodegenerativo de las CP en
el vermis del cerebelo de ratones control y mutantes, desde P15 hasta P30 para abarcar los
periodos pre- y neurodegenerativo de las CP (Fig. 16; ver seccion “Iconografia”). Nues-
tros resultados coinciden con los previamente descritos (Fig. 16 A-D). Sélo unas pocas CP
sobrevivian en los ratones PCD P30. Curiosamente, estas CP siempre se encontraban loca-
lizadas en la zona nodular (Fig. 16 D) y normalmente sobreviven al menos hasta la edad de

P50 (datos no mostrados).

El estudio ultraestructural permitié detectar que las CP del raton PCD podian seguir
dos vias de muerte bien diferenciadas, la necrosis (Fig. 17 A-C) y la apoptosis (Fig. 17 D-F).
Las células que morfan por necrosis mostraban unos cambios morfolégicos muy bien defi-
nidos, entre los que se encontraban la disgregacion de la membrana celular, la hinchazén
citoplasmatica y la desaparicion de organulos celulares (Fig. 17 B-C). En cambio, las CP
que morfan por apoptosis se caracterizaban bien por un proceso de compactacion de la
cromatina (marginandose ésta en un principio hacia la membrana nuclear) bien por la for-
macién de grandes masas de cuerpos apoptoticos. También detectamos vacuolizacion cito-
plasmatica, aunque los organulos permanecen y la membrana celular no se rompe (Fig. 17
D-F).

Pre-neurodegeneracion de las células de Purkinje

Analisis de la capacidad motora del raton PCD

Los resultados obtenidos por distintos grupos mostraban que no existian diferencias
significativas en la densidad de CP entre el ratén control y el ratén mutante PCD hasta P20
(Landis y Mullen, 1978; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). Sin embargo, a P15 ya observa-
bamos cierto fenotipo ataxico en el raton PCD. Quisimos analizar si realmente a edades
previas a la muerte de las CP se pudieran manifestar alteraciones en la correcta funcién del
cerebelo. Para ello empleamos el test del Rota-rod, que permite analizar la habilidad motora
tanto de los animales control como de los PCD de P15. Nuestros resultados (Fig. 18) mos-
traban que a P15 existfan diferencias altamente significativas entre los animales control
(100.91 £ 9.46; n = 10; media * desviacion estandar) y los animales mutantes (61.24 *
4.52; n=10). Por lo tanto, la habilidad motora de los ratones PCD era mucho menor que la

de los controles, reflejando una alteracion a nivel cerebeloso ya desde P15.
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Citologia de las células de Purkinje del ratén PCD

Puesto que los animales PCD P15 ya mostraban fenotipo ataxico, decidimos analizar la
citologfa de las CP en este estadio, que consideramos pre-neurodegenerativo. Analizamos la
morfologia de las CP del ratén PCD con el microscopio electrénico. En el citoplasma, una
de las alteraciones mas tempranas que detectamos en algunas CP del ratéon PCD (ya desde
P15) es la desestructuracion del RER. Las cisternas de RER comienzan a desaparecer (Fig.
19 A-D), reflejandose en un aumento de ribosomas libres que se localizaban principalmente
en el polo basal de la CP. Ademas, nuestro estudio por hibridacion de wicroarrays ha permi-
tido detectar un incremento en la tasa de transcripcion de genes que comprometen la esta-
bilidad del RER, por ejemplo, el exkaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2 (PERK),
el endoplasmic reticulum to nuclens signalling 1 IRE1) o el p38 MAPK, entre otros.

Como acabamos de indicar, a P15 no existian diferencias en la densidad de CP entre
los ratones control y los mutantes (Landis y Mullen et al., 1978; Fernandez-Gonzalez et al.,
2002), sin embargo, hemos detectado signos patolégicos pre-neurodegenerativos en la mor-
fologia de la CP. De hecho, a esta edad era ya patente la existencia de “torpedos” (Fig. 20).
Estas estructuras pueden identificarse tanto por inmunohistoquimica como por microscop-
fa electrénica (Fig. 20 A-C), y consisten en acumulaciones de neurofilamentos y organelas -
sobre todo mitocondrias- en los axones de las CP, que se manifiestan como engrosamien-
tos con una forma esférica o fusiforme en las zonas cercanas al final del segmento inicial

(Fig. 20 B-C).

En las dendritas observamos distintas patologias (Fig. 21), como la densificacion y el
colapso de organulos, el edema citosdlico, la disolucién del citoesqueleto y la agregacion
mitocondrial. El edema citosélico de las dendritas podia llegar a alcanzar un gran calibre,
siendo observable claramente a microscopia 6ptica (Fig. 21 A-C). Hay que indicar que en
las dendritas de las CP, incluso aquéllas que presentaban un grado avanzado de degenera-

cion, el elemento presinaptico no parecia mostrar alteraciones (Fig. 21).

Todas estas alteraciones se observan mas cominmente en las CP del ratén PCD a par-
tir de P20, puesto que muchas de las CP a esta edad ya presentan algunas alteraciones que
hemos descrito; sin embargo, estos resultados demuestran que a partir de P15 la citologia

de algunas CP comienza a mostrar sighos patologicos.

Analisis del nucleo celular

Una vez estudiados los cambios morfologicos que sufrian las CP durante el proceso
pre-neurodegenerativo y neurodegenerativo en el citoplasma, dendritas y axones, centra-
mos nuestro estudio en el analisis del estado de los distintos compartimentos nucleares de
las CP del raton mutante PCD. Para realizar este tipo de estudios empleamos los disociados
de CP, que permiten estudiar la organizacién nuclear de esta poblaciéon neuronal. Este pro-
cedimiento que ya ha sido descrito previamente (ver Material y Métodos) permite una pre-

servacion excelente de la morfologia y la organizacion citolégica del soma de las CP,
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ademas de permitir analizar con mayor resolucion los posibles cambios que puedan ocurrir

a nivel nucleat.

Territorios cromosémicos

ADN telomérico

El ADN telomérico esta integrado por secuencias no codificantes de ADN que exhibe
una configuracién de cromatina condensada caracteristica de regiones genémicas reprimi-
das (Louis y Vershinin, 2005). En el presente trabajo de Tesis Doctoral estudiamos el
patron de expresion de este tipo de heterocromatina constitutiva. Para abordar este analisis
utilizamos el método de la hibridacién z situ para detectar los extremos terminales de los
cromosomas, donde se organizan las unidades repetidas en tindem del ADN telomérico
(Fig. 22). En las CP de los ratones control la sefial de hibridaciéon del ADN telomérico apa-
recia formando pequefios focos redondeados y bien definidos distribuidos por todo el nu-
cleoplasma (Fig. 22 A). En cambio, las CP del ratén PCD muestran alteraciones en este
tipo de cromatina, ocurriendo un proceso progresivo de agregacion del ADN telomérico
(Fig. 22 B-D).

Estado general de la cromatina: dafio y reparacion
Como ya hemos descrito en la Introduccion, uno de los factores que desencadena la
muerte celular en distintos procesos neurodegenerativos es la aparicion de focos de lesion

en el ADN. Analizamos si este tipo de alteracién precede a la muerte neuronal de las CP.
Daifio en el ADN

Durante los procesos en los que ocurren dafios en la estructura del ADN, la variante
de la histona H2A, la H2AX, se fosforila (y-H2AX) y se sitia flanqueando y sefializando las
zonas donde aparecen los focos de lesion. Estudiamos si las CP de los ratones mutantes
PCD sufrian esta alteracion, para lo que realizamos la inmunocitoquimica contra la y-
H2AX. Las CP de los animales control, como cabia esperar, no mostraban marcaje defini-
do para y-H2AX (Fig. 23 A-C). Por el contrario, las CP de los animales PCD exhibian un
numero diverso de focos nucleares inmunorreactivos para y-H2AX (Fig. 23 D-O). Estos
focos nucleares positivos para y-H2AX se acumulaban progresivamente alrededor de las
masas de cromatina, que son cada vez mas grandes. A P15 no detectamos CP que mostra-
ran este tipo de dafio, mientras que a P20 encontramos numerosas CP que presentan dife-
rentes grados de lesiéon del ADN, por lo que se escogi6 esta edad para ilustrar este sigho
patolégico pre-neurodegenerativo (Fig. 23). Ademas, al contratenir las muestras pudimos
observar el patréon de expresion de la lesion en el nicleo de las CP. Los focos de dafio se
localizaban preferentemente en la periferia de las masas de cromatina condensada y en la

periferia del nicleo, excluyéndose siempre del nucleolo (Fig. 23 D-O).

También analizamos mds en profundidad el proceso que desencadenaba la muerte de

las CP en el ratén mutante PCD. Para ello empleamos la técnica de TUNEL, que permite
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identificar las células que han entrado en un proceso de muerte neuronal por apoptosis
(Fig. 24). Comenzamos a detectar cuerpos TUNEL+ en la CP de los animales PCD a partir
de P18, siendo mas numerosos a partir de P20 (Fig. 24 A-O). El tamafio de los focos
TUNEL+ aumentaba progresivamente, reflejando un dafio en la CP cada vez mas severo,
lo que estaba relacionado directamente con el aumento de los focos de sefializaciéon de ro-
tura del ADN (Fig. 24 C, F, I, L, O). En lo que consideramos los estadios finales del proce-
so neurodegenerativo, los focos TUNEL+ se agregaban entre ellos hasta formar una gran
masa TUNEL+ en la CP (Fig. 24 M-O). La combinacién de la técnica de TUNEL con la
inmunocitoquimica para la y-H2AX nos permitié analizar la relacion entre la aparicion de
focos de rotura del ADN con la entrada de las CP en apoptosis. Al igual que se observaba
en la figura anterior con los cuerpos de cromatina (Fig. 23), se podia ver que los focos de
lesion marcados con la y-H2AX se situaban alrededor de los cuerpos TUNEL+. En defini-
tiva, las CP que eran TUNEL+/y-H2AX+ se encontraban en un proceso de muerte celular
irremediable. Sin embatgo, las CP TUNEL-/y-H2AX+ (Fig. 24 A-C) en principio son po-

tencialmente salvables por los sistemas de reparacion del ADN propios del nucleo.
Sistemas de reparacion del ADN

Para analizar la respuesta de los sistemas de reparaciéon del ADN ante la aparicion de
focos de lesion en las CP del ratéon mutante utilizamos la inmunocitoquimica en los dis-
ociados de CP para la 53BP1 y la pATM (proteinas que intervienen en los mecanismos de
sefializacion/reparacion del ADN). Ademads, también estudiamos mediante hibridacién de
microarrays el grado de expresion génica de los genes implicados en la sintesis de las princi-

pales proteinas implicadas en los sistemas de sefializacion/reparacion del ADN.

Los resultados obtenidos mediante la técnica inmunocitoquimica mostraron que existe
una activacion tanto de la 53BP1 como de la pATM ante la aparicién de focos de lesion en
el ADN (Fig. 25). Ademas, el analisis de la expresion génica demostrd un aumento signifi-
cativo del nivel de transcripcion de genes que sintetizan proteinas de la ruta de sefializa-

cién/reparacion del ADN en el cerebelo de los ratones mutantes PCD (Tabla 12).

Tabla 12. Analisis de expresién diferencial de genes implicados en los mecanismos de
seflalizacién/reparacién del ADN y que presentan un inctemento en su nivel transcripcio-
nal en el cerebelo del ratéon PCD. ** p<0.01

Gen Cambio p valor
Ataxia telangiectasia mutated homolog human (Atm) +1.4 0.001 **
Breast cancer 1 (Brca1) +1.5 0.022
DNA cross-link repair 1A, PSO2 homolog (Dclre1a) +1.6 0.016
Meiotic recombination 11 homolog A (Mre11a) +1.8 0.006 **
RAD50 interactor 1 (Rint1) +2.0 0.001 *
Transformation related protein 53 binding protein 1 (53BP1) +24 0.002 *

Normalmente, cuando una célula sufre lesiones en el ADN la proteina y-H2AX sefiali-
za la zona donde se localiza esa alteracion, y las proteinas reparadoras se sitian en esa re-

gién con el fin de realizar su funciéon (Valero et al., 2006). Sorprendentemente, ni la protei-
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na reparadora 53BP1 (Fig. 25 C-F-I) ni la pATM (Fig. 25 L-O-R) se localizaban en los fo-
cos de rotura sefalizados por la y-H2AX. Es decir, las proteinas reparadoras no se recluta-
ban en los focos de lesion del ADN de las CP del ratén mutante PCD vy, por lo tanto, exist-

fa un déficit organizativo en los sistemas de reparacion del ADN en las CP del raton PCD.

Heterocromatinizacion de la célula de Purkinje

Para analizar el grado de empaquetamiento de la cromatina en las CP del ratén PCD
estudiamos el patron de expresion de la histona H4-K20-3Me en los animales P20 (Fig. 26).
La trimetilacién en la lisina 20 de la histona H4 es una modificacién postraduccional que se
requiere para la represion génica mediada por la heterocromatina facultativa. A mayor gra-
do de expresion de esta proteina, mayor empaquetamiento de la cromatina y, por lo tanto,
mayor silenciamiento génico. En el nucleo de las CP de los animales control sélo aparecian
pequenos agregados de heterocromatina positivos para H4-K20-3Me, normalmente locali-
zados alrededor del nucleolo (Fig. 26 A-C). Por el contrario, en las CP de los ratones PCD
se observaban grandes masas perinucleolares de heterocromatina, y otros agregados positi-
vos para H4-K20-3Me distribuidos por todo el nicleo, cuyo tamafio aumentaba de forma
progresiva reflejando un mayor empaquetamiento de la cromatina (Fig. 26 D-F). La com-
binacién de la técnica inmunocitoquimica para la y-H2AX junto con la de H4-K20-3Me
demostré que este proceso de represion transcripcional era previo a la aparicion de los fo-
cos de lesion en la estructura del ADN (Fig. 26 D-I). Ademas, de nuevo comprobamos que
el dafio del ADN se localizaba en la periferia de estas grandes masas de cromatina conden-
sada. Por lo tanto, en los estadios pre-neurodegenerativos del raton mutante PCD existe un
silenciamiento génico progresivo. Para completar este estudio se recurrié al analisis median-
te microscopia electrénica, que corroboré fielmente los resultados obtenidos mediante la
técnica inmunocitoquimica (Fig. 27). Mas adn, los estudios de hibridacién de microarrays
del vermis del raton PCD mostraban un incremento de la tasa transcripcional respecto al
animal control, de dos genes directamente implicados en el proceso de heterocromatiniza-
cion, la caspasa 7 (+ 1.85) y el Ddit3 (+ 1.9; del inglés: DNA-damage inducible transcript 3).

Dominios intercromatinicos

Localizacion del ARNm

La maduracion de los ARNm ocurtre en los dominios intercromatinicos, en concreto
en las fibrillas pericromatinicas. El tltimo paso en la maduracion de estos ARN consiste en
la poliadenilacién. Mediante hibridacion 7z situ para la cadena de Poli(A) estudiamos el esta-
do y la distribuciéon de la mayorfa de ARNm (puesto que los ARNm de las histonas no
estan poliadenilados; Kithn y Wahle, 2004) aunque también se detecta una fraccion de
ARN no codificante (Mattick, 2004). Por lo tanto, esta técnica permite detectar la pobla-
cion de ARN poli(A) total, que no se corresponde exactamente con la poblacion del
ARNmM activo.
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En las CP de los animales control el ARNm estaban distribuidos tanto en el nucleo
(principalmente en la zona perinucleolar) como por todo el citoplasma (Fig. 28 A). Por el
contrario, en las CP de los animales PCD, comenzaban a agregarse formando microfocos
nucleares, mientras que en el citoplasma apenas aparecia marcaje. Esta disposicion reflejaba
la alteracion que existe en la exportacion del ARNm al citoplasma en las CP del raton PCD
(Fig. 28 B-D).

El nucleolo

Puesto que la organizacion estructural de los compartimentos nucleolares es muy sen-
sible a los cambios en la tasa de transcripcion de los genes ribosomales (ver Introduccién),
realizamos un analisis de este compartimento nuclear en animales P15, P20 y P25 mediante
microscopia electrénica e inmunocitoquimica en disociados neuronales. Los resultados que
presentamos son de animales P20, pero hay que sefialar que las alteraciones que se obser-

van en los ratones PCD a esta edad son ya perfectamente detectables a P15.

Las CP de los animales control presentaban nucleolos con una configuracion reticular
tipica, con bandas nucleolares correspondientes a los componentes fibrilar denso y granular
y numerosos centros fibrilares pequefios (Fig. 29 A). Estos centros fibrilares pequefios apa-
recfan como areas redondas de baja densidad electrénica rodeadas de componente fibrilar
denso (Fig. 29 A). Sin embargo, los nucleolos de las CP de los ratones PCD presentaban
distintos patrones de segregacion nucleolar, con el componente fibrilar denso condensado
y, en muchas ocasiones, localizado hacia la periferia nucleolar, e incluso en algin caso des-
aparecido (Fig. 29 B-F). Estos cambios se vefan acompafados por una desorganizacion de
los centros fibrilares (con tendencia a desaparecer), la generacién de algunos centros fibrila-
res gigantes y la formaciéon de masas prominentes de heterocromatina localizada en la zona
perinucleolar. En conjunto, la mutacién pcd produce una alteracién muy severa en el nu-
cleolo de las CP de los ratones mutantes PCD. En conclusion, estas alteraciones reflejan
una disfuncién de la transcripcién de los genes ribosomales, y representan una marca nu-

cleolar de cambios pre-degenerativos en las CP de los ratones PCD.

El cuerpo de Cajal

Ya que la transcripcion y el procesamiento del ARN son procesos nucleares coordina-
dos (ver Introduccién), estudiamos si los cambios observados en las CP de los ratones
PCD afectaban al compartimento nuclear relacionado con la maduracién de factores de
maduracion del ARN, el CC.

Para la deteccion de los CC empleamos anticuerpos contra las proteinas coilina y fibri-
larina. Este doble marcaje nos permitia analizar los cambios producidos en el CC en rela-
cion con las alteraciones nucleolares (Fig. 30). Los resultados mostraban en las CP control
el componente fibrilar de los nucleolos bien definido, ademas de los CC tipicos (Fig. 30 A).
Sin embargo, los CC del ratén PCD presentaban distintas morfologfas aberrantes (Fig. 30

B-F): entre ellas se encontraba un aumento del tamano del CC respecto a los CC tipicos
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(Fig. 30 B), o la traslocacién de la coilina al nucleolo (Fig. 30 C). Esta dltima alteracion la
detectamos en 1 de cada 3 CP del ratén PCD aproximadamente. También hemos observa-
do la formacion de anillos de coilina perinucleolares (Fig. 30 D-E). De hecho, analisis cuan-
titativos revelaron que aparecfan casi 3 anillos perinucleolares de coilina por cada CP (2.71
+ 0.53; n=200). Por ultimo, en lo que consideramos ya una fase tardfa de la degeneracion,
aparecfa una reminiscencia de coilina asociada a su vez a lo que queda del componente fi-
brilar del nucleolo (Fig. 30 F). Estas modificaciones estructurales estaban acompanadas de
un descenso en el numero de CC tipicos. Los analisis cuantitativos demostraban que existia
un descenso en el numero de CC en las CP de los ratones PCD (Fig. 31). Esta reduccién se
hacfa patente ya desde P15, siendo, por lo tanto, uno de los primeros signos pre-
neurodegenerativos, pero era realmente acusada a P20 (Fig. 31). La desestructuracion de los
CC fue analizada a microscopia electrénica, donde se pudo comprobar la pérdida gradual
de la morfologia tipica del CC (Fig. 32 A-D).

Degradacion proteica: el proteasoma

Las vias de degradacion intracelular de proteinas son numerosas y diferentes segun la
proteina, el tipo celular y la situacién metabolica. El proteasoma se considera una de las
principales vias implicada en estos procesos. En este trabajo de Tesis Doctoral hemos es-
tudiado el grado de expresion de esta via proteolitica en las CP del ratén PCD. Para ello
analizamos el patron de expresion del proteasoma 20S (Fig. 33). En los animales control se
observaba un marcaje difuso del proteasoma 20S, homogéneamente distribuido por el nu-
cleoplasma de la CP (Fig. 33 A). En cambio, en las CP de los ratones PCD aparecian agre-
gados del proteasoma 208 tanto en el nucleo como en el citoplasma, que eran mas grandes
a medida que avanza el proceso degenerativo (Fig. 33 B-D). Ademas, mediante el analisis
de hibridacion de microarrays detectamos un incremento en la transcripcion de genes que
sintetizan proteinas implicadas en la via del proteasoma (Tabla 13). Por lo tanto, el grado de
degradacion proteica, por la via del proteasoma, era muy elevado en las CP del ratén mu-
tante PCD.

Tabla 13. Genes implicados en la sintesis de proteinas que participan en la degradacion proteica, via
proteasoma, que presentan un incremento en su nivel transcripcional en el cerebelo del ratén PCD.

Gen ‘ Cambio p valor
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 1 (Psmb1) +1.47 0.025
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 2 (Psmb2) +1.58 0.026
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 10 (Psmb10) +1.52 0.030
proteasome (prosome, macropain) activator subunit 4 (Psme4) +1.62 0.025
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 11 (Psmd11)  +1.82 0.013
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Activacion de la glia en el raton mutante PCD

En el presente trabajo de Tesis Doctoral estudiamos la respuesta de los tres elementos
gliales ante el proceso neurodegenerativo que ocurre en determinados tipos neuronales en
el ratén mutante PCD. Este analisis se ha centrado en la respuesta en el cerebelo durante el
proceso degenerativo de las CP. Ademas, también hemos querido comparar el proceso que
ocurre en el cerebelo con el que se experimenta en el BO durante la degeneracion de las

células mitrales.

La microglia en el cerebelo

Las técnicas que hemos empleado para el estudio de la activacion de la microglia en el
cerebelo de los ratones PCD son la técnica inmunohistoquimica, western-blot, microscopia

electronica e hibridacion de wicroarrays.

Para la técnica inmunohistoquimica hemos empleado el anticuerpo contra la proteina
Ibal (proteina ligante de calcio) como marcador de la microglia en secciones sagitales de
cerebelo de ratones P15, P20 y P25. En el cerebelo de los ratones control las células de
microglia se encontraban dispersas a lo largo de todas las capas del cerebelo, aunque prefe-
rentemente se localizaban en la CG y en la SB (Fig. 34 A). El cuerpo celular de estas células
era pequefio, con las neuritas finas y ramificadas (Fig. 34 E). A la microglia que presentaba
este fenotipo, y que se encuentra de forma normal en el tejido nervioso, se le denomina
microglia latente o microglia residente. A P15, en el cerebelo de los ratones mutantes PCD
parece existir un pequefio incremento de la presencia de células de microglia, tanto en la SB
como en la CG (Fig. 34 B). Ademas, en este estadio ya se comenzaban a observar algunos
cambios morfolégicos de la microglia, como el engrosamiento de sus ramificaciones (Fig.
34 F). A P20, las células de microglia del raton PCD sufrian fuertes modificaciones mor-
fologicas; es decir, aumentaba considerablemente el tamafio de su cuerpo celular y las pro-
longaciones posefan un mayor grosor y se acortaban (Fig. 34 G). Ademas, estas células co-
menzaban a situarse en la CCP y en la CM (Fig. 34 G). Por dltimo, a P25 las células de mi-
croglia posefan un tamafio celular mucho mayor que las de microglia latente (Fig. 34 H) y
se situaban en la CCP llegando a formar una monocapa, aunque también se detectaban en
la CM (Fig. 34 D).

Quisimos analizar el proceso de activacion de la microglia en relaciéon con la pérdida
progresiva de CP. Para ello realizamos una inmunohistoquimica doble para Ibal y CB (Fig.
35). Se podia observar como las células de microglia activa se situaban en las zonas adya-
centes a las CP que aun permanecian en el cerebelo del ratéon PCD, pero que ya mostraban
algun tipo de alteraciéon. Una vez que la CP degeneraba, el espacio dejado por la neurona
desaparecida -tanto en la CCP por la pérdida del soma como en la CM por la degeneracion

dendritica- era ocupado por células microgliales (Fig. 35).

Las modificaciones morfologicas de la microglia se estudiaron también a microscopia

electronica durante el periodo degenerativo de las CP (Fig. 36). La microglia reactiva pre-
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sentaba un cuerpo celular grande, con un nucleo eucromatico, aunque con condensaciones
perinucleares de cromatina (Fig. 36 C-E). En el citoplasma, estas células presentaban un
gran numero de mitocondrias y un RER muy bien desarrollado (Fig. 36 C). También se
podia observar como la microglia reactiva se situaba englobando a las CP que se encontra-

ban en degeneracion (Fig. 36 C-E).

La deteccién de cambios en la morfologia de las células microgliales no es suficiente
para definir un estado reactivo de la microglia; también hay que analizar las modificaciones
que ocurren en el sistema a nivel molecular. Para probar la existencia de activaciéon de me-
canismos moleculares que intervienen en la activacion de la microglia analizamos los resul-
tados de hibridacion de microarrays. Comparamos el nivel de actividad transcripcional de los
genes implicados en la respuesta inflamatoria mediada por la microglia entre el vermis de

cerebelos de animales control y PCD.

Los resultados obtenidos mediante hibridacion por microarrays demuestran que muchos
de los genes implicados en la activacion de la microglia aparecian sobreexpresados. Mas
aun, genes involucrados en la respuesta biolégica que da la microglia reactiva, como la se-
crecion de factores difusibles, la migracion, la presentacion antigénica o la fagocitosis pre-
sentaban aumentado su nivel transcripcional en el cerebelo del ratén PCD (Tabla 14). Hay
que sefialar que en el vermis del PCD hay genes implicados en la activacién de la microglia
que no muestran diferencias con los animales control en su tasa transcripcional. En ningin
caso hemos encontrado represion transcripcional en genes directamente relacionados con

la activacion de la microglia.

Tabla 14. Analisis de expresion diferencial de genes implicados en la activacién glial. ** p<0. 01

Gen Cambio  p valor

Activacion de la microglia por ATP
purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 3 (P2xr3) +4.10 0.020

Activacion de la microglia por lipopolisacaridos

Lipopolysaccharide binding protein (Ibp) +1.58 0.030
Mitogen-activated protein kinase 1 (Mapk1; also known as Erk) +1.82 0.013
Mitogen-activated protein kinase 14 (Mapk14; also known as p38) +1.87 0.017
Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) +1.40 0.046
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 +1.30 0.006 **
Single immunoglobulin and toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain +1.98 0.020

Secrecion de factores pro-inflamatorios

Chemokine (C-C motif) ligand 21a (Ccl21a) +2.1 0.022
Chemokine (C-C motif) ligand 12 (Ccl12) +15.1 0.006 **
Chemokine (C-C motif) ligand 3 (Ccl3) +47.0 0.045
Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 (Cxcl11) +26 0.046
Interleukin 1 receptor accessory protein-like 1 (ll1rapl1) +1.92 0.025
Interleukin 6 (1I6) +1.48 0.001 **
Interleukin 10 receptor, beta (1110rb) +1.45 0.01
interleukin 1 receptor antagonist (I-1ra) +1.52 0.043
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Interferon alpha responsive gene (Ifrg15) +1.93 0.001 **
Interferon inducible GTPase 2 +9.02 0.025
interferon regulatory factor 8 +3.73 0.037
Interferon-related developmental regulator 2 +2.27 0.025
Interferon gamma induced GTPase +5.96 0.008 **

Migracion celular

Endothelial cell growth factor 1 (platelet-derived) (Ecgf1) +2.91 0.035
Endotelial differentiation, sphingolipid G-protein-coupled receptor, 3 (edg3) +1.5 0.037
Integrin beta 2 +2.05 0.030
Fagocitosis

CD36 +1.41 0.020
RAR-related orphan receptor alpha (Rora) +1.87 0.020
Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 (Ror1) +1.30 0.045

Presentacion antigénica

CD200 receptor 1 (Cd200r1) +2.73 0.030
CD80 +7.30 0.030
C1q domain containing 2 (C1qdc2) +1.45 0.025
Stomatin (Stom) +1.49 0.045
Thrombospondin 1 (Thbs1) +1.49 0.008 **

Otra de las consecuencias de la activaciéon de la microglia es la producciéon de 6xido
nitrico mediada por la isoforma inducible del enzima 6xido nitrico sintasa (INOS; del
inglés: znducible Nitric Oxide Synthase). Estudios previos han demostrado que en el cerebelo
del raton mutante PCD existe una sobreexpresion de este enzima (Kyuhou et al., 2006). La
liberacién de este gas puede producir la formaciéon de radicales libres provocando, entre
otras alteraciones, la nitrosilacion de proteinas o alteraciones en la senalizacion de GMPc.
En el presente trabajo de Tesis Doctoral analizamos si existia un aumento de la nitrosila-
cion de proteinas en el vermis del ratéon mutante PCD mediante el marcaje con 3-
nitrotirosina. Nuestros resultados demuestran que existfa un aumento de la nitrosilacion de

proteinas del vermis del cerebelo del raton mutante PCD (Fig. 37 A).

Ademas, analizamos el nivel de expresion del enzima guanilato ciclasa, que se encarga
de la sintesis del GMPc y que es una de las dianas del 6xido nitrico. Los resultados obteni-
dos por hibridacion de microarrays demuestran que este enzima se encuentra sobreexpresado
en el cerebelo del ratéon PCD (+1.94; p valor=0.002). Esta situacién se corroboré por estu-
dios de inmunohistoquimica. Mientras que en el animal control la isoforma soluble del en-
zima apenas marca elementos reconocibles con la microscopia confocal, ya en el animal
mutante PCD de P18 las CP y otras células de la CG muestran una clara sefial inmunohis-

toquimica (Fig. 37 B-C).
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La astroglia en el cerebelo

En situaciones en las que ocurre neurodegeneracion otro elemento glial, los astrocitos,
puede ser también activado. Ademas, se sabe que durante la activaciéon de la microglia, ésta
tiene la capacidad de activar los astrocitos, incrementando asi la respuesta inflamatoria
(Garden y Moller, 2000). Para analizar si existia astrogliosis durante la degeneracion de las
CP, utilizamos la técnica inmunohistoquimica contra la GFAP. Este componente del cito-
esqueleto sufre un fuerte cambio estructural durante la activaciéon de los astrocitos.
Ademas, combinamos la inmunohistoquimica para la GFAP junto con la deteccion de Ibal
para relacionar la activacion de la microglia y la de los astrocitos (Fig. 38). En el animal
control, el marcaje para la GFAP muestra principalmente la glia de Bergmann en empaliza-
da ascendiendo por la CM desde la CCP (Fig. 38 A-C), aunque existe un pequefio nimero
de astrocitos dispersos por todas las capas de la corteza. Ya a P15 se puede observar un
aumento de la inmunorreactividad para la GFAP en el cerebelo del ratén PCD, principal-
mente en la piamadre y en la CG, (Fig. 38 D). Esta activacion se hace mas patente a P20,
aumentando a P25 (Fig. 38 G-]). Los astrocitos sufren una hipertrofia, al igual que ocurre
con la microglia, y forman una especie de barrera glial en la zona mas externa de la CM y en
la CCP (Fig. 38 L), demarcando asi la zona dafiada. Este proceso ocurre de manera conco-

mitante con la activacién de la microglia (Fig. 38).

Al igual que sucede con la microglia, existen determinados genes que codifican protei-
nas que se expresan de forma especifica durante el proceso de astrogliosis. El analisis por
hibridacién de wicroarrays demostré la sobreexpresion de muchos de ellos en el vermis del
raton PCD (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis de expresion diferencial de lo genes implicados en astrogliosis que mues-
tran expresion diferencial en el cerebelo del raton PCD. ** p<0.01

Gen Cambio p valor
Cathepsin L (Ctsl) +2.22 0.030
Fibronectin 1 (Fn1) +3.63 0.045
Neurofibromatosis 1 (Nf1) +3.08 0.002 **
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 2 (Nfatc2) +2.15 0.004 **
Prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2) +242 0.008 **
Signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3) +1.62 0.013
Suppressor of cytokine signaling 3 (Socs3) +1.38 0.031
Transforming growth factor alpha (TGF-0) +1.50 0.030

La oligodendroglia en el cerebelo

En la presente Tesis Doctoral también analizamos el patrén de expresion del tercer
elemento glial, los oligodendrocitos. Este estudio lo realizamos mediante inmuno-
histoquimica para el factor de transcripcion Olig2 (Fig. 39). En los animales control los

oligodendrocitos se encontraban principalmente en la SB y en la CG, aunque también apa-
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recfan de forma mucho mas restringida en la CCP y en la CM (Fig. 39 A). En cambio, en el
cerebelo de los animales mutantes PCD parecfa existir un nimero menor de oligodendroci-
tos a partir de P25. Para analizar si la desaparicion de las células Olig2+ era debida a una
pérdida de la expresion de este factor de transcripcion o bien era consecuencia de la muerte
de este tipo glial, combinamos la técnica de TUNEL con la inmunohistoquimica para
Olig2. Nuestros resultados demostraron en el cerebelo del ratéon mutante PCD existia
muerte por apoptosis de los oligodendrocitos (Fig. 39 E-G). Hay que sefialar que en los
oligodendrocitos doblemente tefiidos el marcaje para Olig2 estaba ya muy reducido, lo que
hace suponer que la expresion de este factor de transcripcion se reduce con anterioridad a
la entrada en apoptosis. Puesto que los oligodendrocitos tienen como funcién principal la
de mielinizar los axones, estudiamos el estado de la mielina en la corteza cerebelosa del
ratén PCD mediante la inmunohistoquimica contra la MBP (del inglés: Myelin Basic Protein;
Fig. 39 H-J). En el cerebelo del PCD se observan alteraciones en los axones ya desde P15
(Fig. 39 I). A P25 la pérdida de axones se refleja en la disminucién del grosor de la SB, en
un patrén de expresion aberrante de los axones que se encuentran en la CG, que aparecen

con “torpedos” incluso mielinizados (Fig. 39 1-]).

La glia en el bulbo olfatorio

Otro aspecto que analizamos en el presente trabajo de Tesis Doctoral fue la respuesta
glial durante la degeneracion de las células mitrales de los ratones PCD, que ocurre en un
periodo mas tardio que la de las CP (P60-P90). En primer lugar analizamos la respuesta de
la microglia ante el proceso de muerte de las células mitrales. En el animal control la mi-
croglia residente se encontraba repartida de forma homogénea por todas las capas bulbares
(Fig. 40 A). Al igual que en el cerebelo, estas células mostraban un cuerpo celular pequenio
con numerosas ramificaciones finas y alargadas. En cuanto al BO de los ratones PCD, de-
tectamos que durante la degeneracion de las células mitrales existfa una activacion de la
microglia (Fig. 40 B-D). Sin embargo, esta reaccién difiere notablemente de la que ob-
servabamos en el cerebelo. Aunque si mostraban cambios morfoldgicos, la hipertrofia de
las células de microglia no era tan acusada como en el cerebelo (Fig. 40 E-H), y no se de-
tectaba una migracion tan clara de estas células hacfa la capa de las células mitrales: las célu-
las de microglia reactiva seguian repartidas de forma mas o menos homogénea en el BO en
todas las edades estudiadas (Fig. 40 B-D).

En cuanto a los astrocitos, la inmunohistoquimica contra la GFAP mostraba que
éstos se situaban en la capa glomerular y capa de los granos en los animales control, aunque
también se pueden ver algunos en la capa de las células mitrales (Fig. 41 A-C). En el ratéon
mutante PCD ya se detecta en estadios muy iniciales de la degeneraciéon (P50) un aumento
del nimero de astrocitos (Fig. 41 D-F). Sin embargo, a medida que avanzaba la etapa dege-
nerativa de las células mitrales no se observaba un cambio drastico en la respuesta astroglial
en los animales PCD de P70 y P90 en comparacion con los de P50 (Fig. 41 G-L). Mas aun,

a diferencia de lo que ocurria en el cerebelo, esta astrogliosis era homogénea a lo largo de
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todas las capas bulbares, sin observarse una delimitacion de la zona dafiada por parte de los

astrocitos tan clara como la que se detectaba en el cerebelo.

Por dltimo, el analisis del patrén de expresion de los oligodendrocitos en el BO de los
animales control revelé que éstos aparecian dispersos a lo largo de todas las capas bulbares,
aunque se localizaban preferentemente en la zona de la SB y la CG (Fig. 42 A). Este patrén
de expresion se mantenia en el BO de todos los ratones PCD de las distintas edades anali-
zadas (Fig. 42 B-F), no pareciendo existir variaciones en el numero de oligodendrocitos
entre el animal control y los mutantes PCD. De hecho, la combinaciéon de la técnica de
TUNEL con la inmunohistoquimica para Olig2 no mostré elementos doblemente marca-

dos en ningin mutante PCD en las edades analizadas (datos no ilustrados).

Estudio del nivel de expresion del gen nnal

La hibridacion de wicroarrays permitié comparar la tasa de nivel transcripcional del gen
nnal en el vermis de animales control y PCD P20. En principio cabria esperar que no exis-
tiera expresion de ningun tipo del ARNm de este gen en el vermis del ratén PCD. Sin em-
bargo, existia una pequefia actividad transcripcional de este gen, aunque si que mostraba
una fuerte represion cuando se comparaba con el animal control (-4.08; p valor = 0.003).
Mediante la técnica de RT-PCR hemos analizado el nivel de expresion del gen #nal, en el
cerebelo y el BO de animales control, durante los periodos que ocurre la degeneracion de
las CP vy las células mitrales, concretamente a P10, P15, P20, P25, P50, P60, P70 y P80.
Para este estudio se disefiaron unos cebadores que permitieran amplificar especificamente
el mayor de los transcritos del gen #zal (nnalTrl) y, ademas, otro que permitia amplificar
los 3 transcritos que codifica el gen #nal (nnalTrTot). Como se muestra en la grafica 6, los
resultados demuestran que en el cerebelo existe un pico de expresion tanto de nnalTrl
como de nnalTrTot entre P15 y P25, mientras que a P50 su nivel de expresion disminuye
de forma significativa, manteniéndose hasta P80 (Fig. 43). Ademas, a P20 el nivel de expre-
sion de nnalTrTot es superior que el de nnalTrl (* p<0.05); por lo tanto, se puede con-
cluir que en el cerebelo se expresa de forma mayoritaria nnalTrl, aunque también existe
expresion bien de uno o bien de los otros dos transcritos. Por el contrario, en el BO, el
nivel de expresion de nnalTrl y nnalTrTot se mantenia constante desde P10 hasta P80,
aunque hay que sefialar que el nivel de expresiéon de nnalTrTot es ligeramente mayor que
nnalTrl, al igual que ocurria en el cerebelo. Entre P15 y P25 las diferencias de expresion
de nnalTrl y nnalTrTot entre cerebelo y bulbo son altamentes significativas (## p< 0.01).
Como control negativo empleamos ARN del vermis de ratones mutantes PCD. Aunque el
nivel de expresion es mucho mas reducido que en los animales control, si hemos detectado
una pequefia expresion de ARNm del gen #nal, por lo tanto; en el ratébn mutante PCD
existe una minima transcripcién del gen #nal, estando en consonancia con los resultados

observados en los wicroarrays.

89



Resultados

Estudio de las tubulinas en el cerebelo

Como hemos descrito en la “Introduccién”, trabajos recientes han propuesto que la
proteina Nnal pudiera participar en modificaciones postraduccionales de las tubulinas. Es
por ello que analizamos el patrén de expresion de estas proteinas del citoesqueleto en el
cerebelo de animales control y PCD. A continuacién, pasamos a exponer los resultados

obtenidos referentes al andlisis del estado de la o y la 3 tubulinas.

Una primera aproximacion al estudio de las tubulinas en el cerebelo del ratén mutante
PCD la realizamos mediante estudios de hibridacion por wicroarrays. Este analisis mostraba
que no existian diferencias en la mayoria de genes implicados en la sintesis de las distintas
isoformas de las tubulinas. Sin embargo, si encontramos algunos genes que mostraban una

represion transcripcional en comparacioén con el animal control (Tabla 106).

Tabla 16. Analisis de expresion diferencial de los genes implicados en la
astrogliosis que muestran expresion diferencia en el cerebelo del PCD.

Gen Cambio p valor
Tubulin, alpha 1C (Tuba1C) -1.60 0.020
Tubulin, alpha 3A (Tuba3A) -1.44 0.045
Tubulin, alpha 4A (Tuba4A) -1.50 0.031
Tubulin, alpha 8 (Tuba8) -1.40 0.030
Tubulin alpha, related sequence 1 (Tuba-rs1) -1.94 0.046
Tubulin, beta 2C (Tuba2C) -21 0.045
Tubulin, beta 6 (Tubb6) -1.8 0.020

Estudio de la expresion de la B-tubulina

En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos analizado el patréon de expresion de la
B-tubulina en el cerebelo de ratones control y ratones PCD P15, P20 y P25. En los anima-
les control la B-tubulina se expresa tanto en el soma como en las dendritas de las CP (Fig.
44). En el ratéon mutante PCD se observaba una expresion menor de esta proteina del cito-
esqueleto en las CP. Para analizar si esta expresion reducida era consecuencia de la propia
muerte de las CP o bien era una perdida de expresion per se, realizamos la doble inmunohis-
toquimica para la CB y la Tujl (Fig. 44). Los resultados obtenidos demostraron que cuando
las CP todavia no han muerto existe una pérdida progresiva de expresion de la B-tubulina,
comenzando por el soma y continuando por las dendritas (Fig. 44 D-I). A medida que
avanza el grado de neurodegeneracioén aparecen marcados otros elementos neuronales posi-

tivos en todas las capas cerebelosas (Fig. 44).

Estudio de la expresion de la a-tubulina

Recientemente se ha postulado que la proteina Nnal podria estar implicada en una
modificaciéon postraduccional de la a-tubulina, en concreto, en el ciclo de tirosina-

cién/destirosinacion de ésta (Rodriguez de la Vega et al., 2007). Por ello hemos analizado
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el patrén de expresion de los 3 grados distintos de tirosinacion/destirosinacion de la a-

tubulina en el cerebelo de ratones control y PCD.

Expresion de a-tubulina tirosinada

En primer lugar analizamos el patrén de expresion de la forma tirosinada de la o-
tubulina (Tyr-Tub) en el cerebelo de ratones control y ratones mutantes PCD (Fig. 45). En
el cerebelo de los animales control, la Tyr-Tub se expresa en las dendritas de las CP y en las
prolongaciones de la glia de Bergmann (Fig. 45). Sin embargo, ni el soma de las CP ni el
cuerpo celular de la glia de Bergmann eran inmurreactivos para esta proteina (Fig. 45 A-B).
De hecho, no aparecia ningtn otro elemento neural positivo para la Tyr-Tub en el cerebelo
de los animales control. En el animal mutante PCD, el patrén de expresion de la Tyr-Tub
no diferfa del que exhibe el ratén control en ninguna de las edades analizadas (Fig. 45 D-E).
Ni en los animales control ni en los mutantes se observaron otros elementos neurales posi-

tivos para la Tyr-Tub.

Expresion de a-tubulina destirosinada

El siguiente paso fue analizar el patrén de distribucion de la forma destirosinada de la
o-tubulina (Glu-Tub). En los animales control, las fibras de la glia de Bergmann eran tam-
bién positivas para la Glu-Tub, aunque, a diferencia de lo que ocurre en el caso de la Tyr-
Tub, existia una fuerte expresion de Glu-Tub en la CG. Ademas, hemos observado que en
la CM se marcaban fibras que ascendian desde la CG, y que trabajos previos han identifica-
do como fibras paralelas (Fig. 46 A-C-E). Este patrén de expresion no variaba en el cerebe-
lo del ratéon control P15 respecto a los de P20 y P25 (Fig. 46 A-C-E). Ni el soma ni las
dendritas de las CP son inmunorreactivas para la Glu-Tub (Fig. 46 I). Tampoco el cuerpo
celular de la glia de Bergmann (Fig. 46 G-I). En el caso del raton mutante PCD, en todas
las edades analizadas, se observaba un mayor grado de expresion de la proteina Glu-Tub en
las fibras en empalizada de la glia de Bergmann comparado con el control (Fig. 46 B-D-G-
H). A P25, en el ratéon PCD ademas de conservarse el patrén de expresion observado a P15

o P20 aparecen algunas células situadas en la CM que comienzan a expresar la Glu-Tub
(Fig. 45 F).

Expresion de A-tubulina

La escision del resto de Glu que queda en el extremo C-terminal de la Glu-Tub condu-
ce a la formacién de la forma no tirosinable de la a-tubulina, la A-Tub. En los animales
control, el patrén de expresion de esta proteina varfa de P15 a P25 (Fig. 47 A-C-E). A P15
s6lo se observaba marcaje para la A-Tub en la CG, mientras que no se detectaba inmuno-
rreactividad ni en la CCP ni en la CM (Fig. 47 A). A partir de P20 se empezaba a detectar la
expresion de esta proteina del citoesqueleto en el soma de las CP y algunas de sus dendritas
(Fig. 47 C). A P25 aparece una mayor inmunorreactividad para esta proteina tanto en el

soma como en las dendritas de la mayorfa de las CP (Fig. 47 E).
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En cuanto a la expresion de la A-Tub en el cerebelo del raton PCD, esta proteina se lo-
caliza tanto en el soma como en el arbol dendritico de las CP ya desde P15, ademas de
marcar elementos neurales también de forma intensa en la CG (Fig. 47 B). Este patron de
distribucion se mantiene a P20 y en las CP que permanecen a P25 (Fig. 47 D). Mas aun, a
P25 tanto en animales control como en mutantes (Fig. 47 E-F) comienzan a aparecer inter-

neuronas que expresan A-Tub en la CM (Fig. 47 F).

Anticuerpo contra Nnal

El anticuerpo policlonal desarrollado para la deteccién de la proteina Nnal fue testado
utilizando la técnica inmunohistoquimica (tanto en tejido congelado como en tejido en
parafina), inmunocitoquimica en disociados neuronales y por western-blot. No se obtuvieron

resultados satisfactorios con ninguna de las técnicas empleadas.
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Discusion

En esta seccidn analizaremos los resultados obtenidos, planteando explicaciones sobre
las posibles causas que desencadenan la muerte de las CP, asi como nuevas hipétesis de
trabajo para futuros estudios. Para facilitar el seguimiento y la compresiéon de esta seccion
se seguira el mismo esquema que en el apartado anterior. Esta discusion se dividira en tres
grandes bloques: en el primero analizaremos el patrén de degeneracion de las CP en el ce-
rebelo del ratén PCD vy las alteraciones citologicas que suceden en la etapa degenerativa y
pre-neurodegenerativa prestando especial atencién al nucleo celular. En segundo lugar dis-
cutiremos el papel de la glia en la degeneracion de las CP y de las células mitrales del raton
PCD. Por dltimo, analizaremos los datos obtenidos acerca del patréon de expresion de la -
y a-tubulina en sus distintas formas de tirosinacién/destirosinacion, y la repercusion que
tienen los resultados obtenidos en la hipdtesis formulada acerca de la funcién de la proteina
Nnal.

Pre-degeneracion y degeneracion de las células de
Purkinje en el cerebelo del raton PCD

Numerosos trabajos han estudiado el marco temporal en el que ocurre la degeneracion
de las CP en el raton PCD (Mullen et al, 1976; Landis y Mullen, 1978; Fernandez-
Gonzialez et al., 2002; Wang et al., 2006). A diferencia de lo que ocurre con el resto de las
neuronas afectadas por la mutaciéon del gen nzal, la muerte de las CP es muy rapida, des-
arrollandose en un periodo temporal muy corto (LLandis y Mullen, 1978; O“Gorman, 1985;
Fernandez-Gonzalez et al., 2002; Valero et al., 20006). Curiosamente, en el 16bulo cerebelo-
so X la muerte de las CP esta ralentizada respecto al resto ya que las CP localizadas en esta
zona permanecen hasta P50 e incluso P60 (Landis y Mullen, 1978; Alcalde, 2003). La muer-
te retardada de las CP situadas en la zona nodular del cerebelo se ha observado también en
otros modelos animales que sufren la degeneracion de las CP, como el ratén mutante zer-
vous, el toppler, el Niemann-Pick o el lurcher (Wassef et al., 1987; Sarna et al., 2003; Duchala et
al., 2004). Las causas concretas por las que en esta region cerebelosa existe un retardo en la
muerte celular atn se desconocen, sin embargo, se han postulado algunas hipétesis para

explicarlas.

A este respecto, se ha propuesto que debe de existir algin mecanismo neuroprotector
que permita la supervivencia durante mayor tiempo a las CP en el 16bulo X (Wang y Mot-
gan, 2007). Trabajos previos han sugerido que las CP que expresan la proteina Zebrin II
son menos susceptibles ante un proceso neurodegenerativo (Wassef et al., 1987; Tolbert et
al., 1995; Sarna et al., 2003; Duchala et al., 2004). Sin embargo, esta propiedad no se man-
tiene en todos los modelos animales que sufren degeneracion de las CP. Por ejemplo, en el
ratén mutante zervous todas las CP de la parte caudal del cerebelo expresan la proteina Ze-
brin II y, sin embargo, un grupo de éstas son las primeras en degenerar, aunque si es cierto

que las CP del I6bulo X son las que mas sobreviven en este modelo (Wassef et al., 1987).
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En el ratén mutante PCD ocurre lo mismo que en el zervous, la mayoria de las CP localiza-
das desde el 16bulo VI hasta el X expresan la proteina Zebrin II y, sin embargo, las tnicas
que sobreviven mas tiempo son las localizadas en el I6bulo X (comunicacién personal: Dr.
Hawkes, Universidad de Calgary, Canada). Por lo tanto, estos datos parecen indicar que,
aunque la proteina Zebrin II pudiese conferir alguna propiedad neuroprotectora, ésta no

debe ser la unica causa que explique la mayor supervivencia de las CP de la zona nodular.

Muchas de las CP localizadas en el 16bulo X expresan basalmente altos niveles de la
proteina de choque térmico Hsp25 (Armstrong et al., 2000, 2001). Recientemente se ha
sugerido que esta proteina pudiera tener propiedades neuroprotectoras ante un proceso
degenerativo (Lewis et al., 1999; Wagstaff et al., 1999; Armstrong et al., 2001). Sin embargo,
se ha demostrado que existen CP de la zona nodular que no expresan ni la proteina Zebrin
IT ni la Hsp25, y que son igual de resistentes ante los procesos neurodegenerativos que
aquéllas que si las expresan (Sarna et al., 2003). Por ello, aunque pudiese exitir una implica-
ci6n de estas proteinas en el incremento de la supervivencia de las CP, parece ser mucho

mas importante el hecho de su localizaciéon en la zona nodular.

Se ha demostrado que la llegada de fibras trepadoras a los distintos l6bulos cerebelosos
depende del nucleo de la oliva inferior del que procedan (Voogd y Ruigrok, 1997). Ademas,
existen procesos de exocitotoxicidad mediados por alteraciones funcionales de las fibras
trepadoras que desencadenan la muerte por apoptosis de determinados grupos de CP
(O’Hearn y Molliver, 1993). Por lo tanto, se ha propuesto en otros modelos animales que
la muerte de determinados grupos de CP pudiera estar desencadenada por una funcién
anormal de las fibras trepadoras que llegan desde determinados nuicleos (Welsh et al.,
2002). Las fibras trepadoras que llegan al l6bulo X se originan en nuicleos distintos a los del
resto del cerebelo (Ito, 2006). Aunque en el raton PCD no se ha descrito ningun proceso
citotoxico mediado por un desajuste funcional de las fibras trepadoras, no debemos descar-
tar la posibilidad de tal disfuncién diferencial entre distintos l6bulos, de manera que se pu-
diera ver afectado en menor medida el I6bulo X. En resumen, la mayor supervivencia de las
CP de la zona nodular en distintos modelos animales de neurodegeneracion podria ser de-
bida a una suma de al menos dos: una buena funcionalidad de las fibras trepadoras que
contactan con las CP, en combinaciéon con factores intrinsecos de las CP, como la expre-

sion de las proteinas Zebrin 1T y/o la Hsp25 (Sarna et al., 2003).

Alteraciones de la célula de Purkinje

Este es el primer trabajo donde se ha estudiado la capacidad motora de los animales
mutantes PCD a edades previas a la pérdida de las CP. En concreto, nuestros resultados
han demostrado, mediante el 77 del Rota-rod, que el ratén mutante PCD de P15 tiene una
habilidad motora mucho menor que la de los animales control (Fig. 4 F). Por lo tanto, el
raton mutante PCD muestra un fenotipo patoldgico de origen cerebeloso antes de que

comience la muerte de las CP. Las CP de estos animales seguramente presentan alteracio-
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nes funcionales previas a su muerte. Por ello, las edades de eleccion para la realizacion de
los estudios de pre-neurodegeneraciéon han sido P15 y P20, puesto que a esta dltima edad
se encuentran numerosas CP que presentan distintos grados del estado neurodegenerativo,
y antes de esa edad no esta completamente articulado el circuito cerebeloso (Sotelo, 2004).
Las alteraciones que hemos detectado en estos estadios son las que hemos denominado

como signos pre-neurodegenerativos.

Alteraciones citoplasmaticas

Comenzaremos analizando las alteraciones observadas en el citoplasma de la CP. Los
primeros estudios ultraestructurales mostraban como rasgo mas caracteristico la progresiva
desestructuracion del RER de las CP del ratén PCD desde P15 (Landis y Mullen, 1978).
Como consecuencia, se generaban numerosos ribosomas libres que se localizaban princi-
palmente en el polo basal de las CP (Landis y Mullen, 1978). La alteracién del RER en las
CP del ratéon PCD ha sido analizada posteriormente mediante técnicas de Biologia Molecu-
lar (Kyuhou et al., 20006). Se ha demostrado que existe un incremento de los sustratos rela-
cionados con el estrés del RER, como la caspasa 12, la proteina CHOP o la chaperona BiP
(especifica del RER y que refleja un fallo en el plegamiento correcto de las proteinas; Kyu-
hou et al., 20006). Nuestro analisis ultraestructural corrobora las observaciones anteriormen-
te descritas (Landis y Mullen, 1978). Ademas, nuestro estudio por hibridacion de wicroarrays
ha permitido detectar un incremento en la expresion de genes que comprometen la estabi-
lidad del RER, por ejemplo, el exkaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2 (PERK), el
endoplasmic reticulum to nuclens signalling T IRE1) o el p38 MAPK, entre otros. La alteracién del
RER esta también presente en las etapas iniciales de la degeneracion de las células mitrales
en el raton PCD (Valero et al., 2000) y de las neuronas talamicas (O Gorman, 1985). Por lo
tanto, la desestructuraciéon del RER es uno de los primeros signos pre-neurodegenerativos
que presentan las neuronas afectadas por la mutaciéon ped. Otra alteraciéon que se ha detec-
tado en las CP de ratones PCD de P15, es la presencia de inclusiones citoplasmaticas for-
madas por gruesos filamentos de material fibrilar condensado sobre una matriz menos den-
sa, y que se han denominado nematosomas (Grillo, 1970; Landis y Mullen, 1978). Hasta el

momento, poco mas se conoce sobre el origen y consecuencia de este signo.

Alteraciones dendriticas

Los estudios llevados a cabo por Landis y Mullen (1978) describieron que tanto las
dendritas como las cisternas del complejo hipolemal (reticulo endoplasmico liso que se
extiende a las dendritas) aparecian inalteradas en el PCD a P15. Sin embargo, nuestro estu-
dio ha mostrado que en este estadio se comienzan a observar distintas alteraciones de las
dendritas de las CP, incluyendo la acumulaciéon de organelas, el edema citoplasmatico y la
agregacion mitocondrial (ver Resultados). Ademas, los estudios iniciales habian descrito
que, a partir de P18, las espinas dendriticas de las CP de ratones mutantes PCD carecian de

elemento presinaptico (Landis y Mullen, 1978). Sin embargo, nosotros hemos observado
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coémo dendritas de las CP que estan fuertemente afectadas, recibian sinapsis desde comple-
jos presinapticos que no parecian mostrar alteraciéon ninguna (ver Resultados). Por lo tanto,
nuestro estudio ha revelado que las alteraciones dendriticas de las CP comienzan antes de
lo que previamente se habia descrito (Landis y Mullen, 1978). Estas variaciones coinciden
con las que presentan las neuronas talamicas en los estadios inciales de su degeneracién en
el raton PCD (O Gorman, 1985).

Alteraciones axonales

Por ultimo, los estudios previos describfan el desarrollo normal de los axones de las CP
del raton PCD, no observandose alteraciones a edades previas al comienzo degenerativo de
las CP (Landis y Mullen, 1978). En cambio, en el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos
detectado como en el ratéon PCD existe agregacion de organelas y neurofilamentos en los
axones de las CP ya desde P15. Este tipo de alteraciéon es comunmente conocido como
“torpedo” y se ha observado en distintas enfermedades neurodegenerativas (Ertiirk et al.,
2007). Por lo tanto, la aparicion de los torpedos es uno de los signos pre-
neurodegenerativos que muestran las CP del raton mutante PCD. No se ha analizado atn

la presencia de esta alteracion en el resto de las neuronas afectadas por la mutacién ped.

Alteraciones nucleares

Numerosos estudios han analizado los procesos que desencadenan la muerte de las
neuronas afectadas por la mutacion del gen #nal en el raton PCD (Landis y Mullen, 1978;
Blanks et al., 1982; O'Gorman, 1985; Kyuhou et al., 2006; Valero et al., 2006; Wang y Moz-
gan, 2007). En un intento de ampliar el conocimiento del origen y las consecuencias de la
mutacion ped, trabajos recientes han profundizado en el analisis del gen ##al y su posible
funciéon (Chakrabarti et al., 2006; Wang et al., 2006; Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la
Vega et al.,, 2007). Sin embargo, aunque se ha avanzado en este estudio, ain no se conocen
con exactitud los fenémenos celulares y moleculares que ocurren como consecuencia de la
ausencia de la proteina Nnal y que constituyen los pasos iniciales en la degeneracion de las
CP. En el presente trabajo hemos analizado las alteraciones nucleares que ocurren en las

CP del raton PCD durante las etapas pre-neurodegenerativas y neurodegenerativas.

Alteraciones en la cromatina

Alteracion del ADN telomérico

La principal funcién del ADN telomérico es el mantenimiento de la estabilidad del
cromosoma (Blackburn, 1991). Estudiamos el patréon de expresion de este tipo de hetero-
cromatina constitutiva en las CP durante el proceso degenerativo. Nuestros resultados han
demostrado que existe una alteracion progresiva del ADN telomérico a medida que avanza

el estado degenerativo de las CP del raton PCD, traduciéndose en una agregacion teloméri-
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ca y, probablemente, cambios profundos en los dominios cromosémicos individuales. Es-

tas alteraciones reflejan que las CP presentan una gran inestabilidad gendémica.

Las CP del raton PCD presenta focos de lesion del ADN

En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos comprobado que la mutacién ped in-
duce o, al menos, no previene la acumulacién de focos de lesion en el ADN de las CP (ver
Resultados). Este mismo hecho fue previamente observado durante la degeneracion de las
células mitrales en este mismo modelo animal (Valero et al., 2006). Sin embargo, hay que
seflalar que el patrén de focos de lesion que exhiben las células mitrales durante su proceso
degenerativo difiere notablemente del que hemos observado en las CP. En las células mi-
trales del PCD los focos de rotura se presentan pequefios, bien definidos, y repartidos de
forma homogénea por el nucleoplasma de la neurona (Valero et al., 2006). En cambio, en
las CP del ratén PCD hemos detectado, de forma mayoritaria, grandes focos de lesiéon que
se localizan preferentemente en la periferia de las masas de cromatina condensada y en la
zona de la envuelta nuclear. Este patron diferencial de expresion parece reflejar un mayor
grado de lesion en el ADN de las CP que el que presentaban las células mitrales (Valero et

al., 2006) lo que encajaria con el proceso de degeneraciéon mas rapido en las CP.

Los factores que desencadenan la aparicién de focos de rotura del ADN son muy nu-
merosos. De hecho, nuestros analisis por hibridaciéon de microarrays han revelado que multi-
ples genes implicados en distintas vias que conducen al dafio en el ADN aparecen sobreex-
presados (receptores Fas, receptores de la superfamilia del factor de necrosis tumoral o
complejos de la citocromo ¢ oxidasa, entre otros). Hsto se debe, presumiblemente, a la

pérdida de expresion del gen nnal.

Se ha relacionado la gran vulnerabilidad de las células mitrales con respecto a las lesio-
nes en el ADN con su alta actividad metabdlica y bioeléctrica (Friedman y Strowbridge,
2000; Lowe, 2003; Djurisic et al., 2004; Granados-Fuentes et al., 2004). Esta actividad alta
requeriria una tasa transcripcional elevada, que implicaria que la cromatina se encontrase en
configuracién eucromatica. La configuraciéon de la cromatina mas abierta (eucromatina)
harfa que las células mitrales fueran mas vulnerables a los agentes que inducen dafio en el
ADN. Las CP, al igual que las células mitrales, son neuronas con una gran tasa metabélica y
una altisima actividad sinaptica (Womack y Khodakhah, 2002; Swensen y Bean, 2003; Da-
vie et al., 2008). Por lo tanto, la hipétesis planteada para las células mitrales pudiera ser

también valida para las CP.

En condiciones fisiologicas el dafio espontaneo en el ADN es reparado principalmente
mediante recombinacién homologa o uniéon de extremos no homélogos (Melo y Toczyski,
2002; Shiloh, 2003a, b). En este proceso participan las proteinas y-H2AX, la pATM o la
53BP1, entre otras (Fernandez-Capetillo et al., 2004; Ijima et al., 2008; McKinnon, 2009).
Cuando existe una lesion del ADN estas proteinas sufren ciertas modificaciones que con-

ducen a la formacién de focos de sefializacion en la regién dafiada. También se sabe que
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ATM puede fosforilarse en el nucleo sin que existan dafos en el ADN, sélo por cambios
en la conformacién de la cromatina (Bakkenist y Kastan, 2003). Sin embargo, en ausencia
de dafios en el ADN ATM nunca se localiza formando focos. Mediante hibridacién de
microarrays hemos comprobado que genes que transcriben proteinas que participan en estas
vias de sefializacion/reparacion del ADN se encuentran sobreexpresados (ver Resultados).
Por lo tanto, ante la aparicion de lesion en las CP del ratén PCD, los sistemas de sefializa-
cién/reparacion se activan. La activacion de estos complejos proteicos se ha descrito tam-
bién durante la degeneracion de las células mitrales del raton PCD (Valero et al., 20006),
donde los complejos reparadores (pATM y 53BP1) se localizan en los mismos focos de
rotura seflalizados por la y-H2AX (Valero et al., 20006). La respuesta al dafio del ADN en
las CP del raton también se caracteriza por la activaciéon de los componentes tipicos de la
via de sefializacion de dafio y reparacion del ADN; tales como y-H2AX, pATM y 53BP1.
Sorprendentemente, en las CP del raton PCD, aunque los sistemas de repara-
cién/sefalizacion estan activados, éstos no se reclutan en los focos de rotura sefializados
por la proteina y-H2AX. Es decir, en las CP del raton PCD existe una alteracion en los

mecanismos de reparacion del ADN.

La formacién y acumulacioén de focos nucleares de y-H2AX en las CP del ratén PCD
acompafiado de la incapacidad de estas neuronas para elaborar una respuesta efectiva ante
el dafio que se produce en su ADN, deben ser causas que estén fuertemente implicadas en
la rapida muerte que experimentan las CP del PCD. De hecho, muchas de las CP que ex-
hiben focos positivos para y-H2AX a P20, también son TUNEL+ y, por lo tanto, han en-
trado en apoptosis (aunque también, en menor medida, detectamos CP y-
H2AX+/TUNEL-). Ello sugiere que el dafio en el ADN se relaciona de forma inmediata
con la fragmentacién apoptotica del mismo, incluso en etapas muy tempranas de la degene-
racion. En esta rapida transicién desde la aparicion e incremento de los focos de lesion del
ADN a la deteccién de cuerpos apoptoticos, seguramente esté implicado el fallo en los
sistemas de reparacion del ADN. De hecho, se ha demostrado en otros procesos degenera-
tivos que los focos de reparacion grandes e intensamente tefiidos se suelen asociar con le-
siones del ADN irreparables (Petrini y Stracker, 2003). Todo esto indica que la gravedad de
las lesiones en el ADN unido a los defectos observados en la via de sefaliza-
cién/reparacion del dafio en el ADN acelera la degeneracion de las CP del raton PCD.
Como comentamos antes, esto difiere del patrén de degeneracion observado en las células
mitrales (Valero et al., 20006). En el caso del BO, los focos de lesién observados son meno-
res, probablemente debido a que las proteinas reparadoras ejercen su funcién localizandose
en los focos de lesion senalizados por la y-H2AX (Valero et al., 2006). Sin embargo, aunque
de una forma mucho mas lenta, las células mitrales del ratén PCD finalmente mueren por
apoptosis (Valero et al., 20006). La aparicién de focos de lesién en el ADN vy el tipo de res-
puesta de los mecanismos de reparacién no se han analizado ain en las neuronas talamicas
y los fotorreceptores de la retina, los otros dos tipos neuronales afectados por la mutacién

ped.
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Existen cada vez mas evidencias que relacionan la existencia de focos de rotura del
ADN vy fallos en los sistemas de reparacion del ADN con la etiologia de enfermedades
humanas neurodegenerativas (Rolig y McKinnon, 2000; Brooks, 2002; Caldecott, 2004;
McKinnon, 2004, 2009; Francisconi et al., 2005; Paulson y Miller, 2005). Se han descubier-
to distintos tipos de enfermedades dependiendo del tipo de mecanismo de reparacion que
ha fallado (McKinnon, 2009). Una de las mas estudiadas es la ataxia telangiectasia, en la que
se encuentra mutado el gen que codifica para la ATM (McKinnon, 2009). Los pacientes
con ataxia telangiectasia tienen una extrema sensibilidad a la radiacién ionizante y sufren
una fuerte atrofia del cerebelo debido a la pérdida de CP y los granos. Existen otras enfer-
medades como el desorden similar a la ataxia telangiectasia y el sindrome de Nijmegen en los que
los genes mutados codifican para proteinas del complejo MRN (Carney et al., 1998; Taylor
et al.,, 2004). La ausencia, o un funcionamiento incorrecto, de estas proteinas desencadenar-
fa la acumulacién de roturas en el ADN pudiendo afectar a genes transcripcionalmente
activos, que al inactivarse pueden incrementar la tasa de muerte de las neuronas (Brooks,
2002). Este proceso de silenciamiento génico parece que es el que esta ocurriendo en las
CP del rat6n PCD.

Silenciamiento génico de las CP del raton PCD

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral sefialan que durante la de-
generacion de las CP éstas sufren un proceso rapido y progresivo de heterocromatinizacion
y silenciamiento génico. Hemos comprobado que la mutaciéon ped favorece la formacion de
numerosos agregados de la histona H4-K20-3Me, que se corresponden con dominios inac-
tivos de cromatina en las CP (ver Introduccién y Resultados). Varios trabajos proponen
que la trimetilacion de la histona H4 en su lisina 20 sirve como una marca epigenética de
silenciamiento génico (Sarg et al., 2004; Schotta et al., 2004). La existencia de mecanismos
epigenéticos de silenciamiento génico en las CP de los ratones PCD concuerda con a) la
presencia de abundantes y prominentes masas de heterocromatina detectadas con el mi-
croscopio electronico; b) el bloqueo de la exportacion de los ARNm al citoplasma, que ya
se ha detectado en otras enfermedades degenerativas como la distrofia muscular oculo-
faringea (Calado et al., 2000); c) la represion transcripcional de numerosos genes que
hemos detectado por hibridacion de wicroarrays; y d) la desestructuracion del RER. Las evi-
dencias que sefialan que la mutaciéon del gen #ral conduce a una fuerte represion génica
concuerdan con los trabajos de analisis de la tasa transcripcional de los genes del cerebelo
del ratén mutante PCD?, que describen también una fuerte represién transcripcional (Xiao
et al., 2005; Ford et al., 2008). Este proceso de represion génica es uno de los primeros
signos pre-neurodegenerativos en las CP del ratén PCD, precediendo a la apariciéon de fo-
cos de lesién del ADN. En las etapas mas avanzadas de la degeneracion, los focos de rotu-
ra del ADN se localizan en la periferia de las grandes masas de heterocromatina. De hecho,
este mecanismo de heterocromatinizacién puede ser una respuesta del sistema para que la
mayor parte de la cromatina esté menos expuesta a un posible dafio en el ADN. Estudios

de nuestro grupo de investigacion han demostrado que durante la muerte de las células
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mitrales del ratén PCD, éstas sufren un proceso de silenciamiento génico previo a su muet-
te (Valero et al., 2006). Otro de los elementos afectados por la mutacién ped, las neuronas
talamicas, sufren también un proceso progresivo de heterocromatinizaciéon en los estadios
iniciales de la degeneraciéon (O Gorman, 1985). Por lo tanto, otro de los signos pre-
neurodegenerativos que comparten las neuronas afectadas por la mutacién ped es la con-

densacion de la cromatina.

Alteraciones del nucleolo

Concomitantemente a las modificaciones de la cromatina, la mutaciéon pcd provoca la
segregacion de los componentes nucleolares de las CP (ver Resultados). Estas modificacio-
nes estructurales que sufre el nucleolo se asocian normalmente con una disfuncién grave de
la transcripcién nucleolar (Puvion-Dutilleul et al.,, 1992). De hecho, estas alteraciones se
han detectado en lineas celulares de cultivo cuando se induce la inhibicién de la transcrip-
cion nucleolar con actinomicina D (Fakan, 1986; Puvion-Dutilleul et al., 1992; Casafont et
al., 2006) o con adriamicina en las neuronas de ganglios sensoriales (Pena et al., 2000).
Ademas, la alteracién en la biogénesis de los ribosomas esta asociada a una desorganizacion
del RER, una modificacién que hemos descrito previamente en las CP del ratéon PCD y que
refleja la existencia de una maquinaria transcripcional deficiente. Como hemos demostrado,
las CP del ratén PCD tiene grandes focos de lesion en el ADN. No hay que olvidar la pre-
sencia del ADNr en el nucleolo. Aunque no se ha investigado, seguramente el ADNTr se
encuentre fuertemente alterado en las CP del ratén PCD, lo que incrementaria la alteracion
nucleolar, como ya se ha descrito en otros modelos (Wang et al., 2006). Este proceso de
segregacion del nucleolo se ha observado también durante la degeneracién de las neuronas
talamicas y las células mitrales en el ratén mutante pcd (O Gorman, 1985; Valero et al.,
2000). El estudio de la posible alteraciéon del ADNr en las CP del ratén PCD es una hipote-

sis interesante para futuras investigaciones.

Alteraciones del cuerpo de Cajal

Nuestros resultados demuestran que en las CP del ratén PCD existe una serie de alte-
raciones en los CC que ocurren desde las etapas pre-neurodegenerativas (ver Resultados).
La secuencia de acontecimientos incluye hipertrofia de los CC, dejando de ser CC tipicos,
desintegracioén de los CC, y la traslocacion de la coilina al nucleolo o bien alrededor de los
nucleolos (ver Resultados). Los CC son compartimentos relacionados con el procesamiento
de los ARN. La transcripcion y el procesamiento del ARN son procesos altamente coordi-
nados (Proudfoot et al., 2002), una reduccién en la transcripcion de pre-ARNm en la CP de
los ratones PCD puede inducir una reorganizacién de la maquinaria de procesamiento del
ARN. De esta manera, la reduccion en el nimero de CC y la relocalizacion de la coilina en
y alrededor del nucleolo ponen de manifiesto que los CC son organulos nucleares depen-
dientes de transcripcion y reflejan alteraciones del procesamiento de las RNPsn (Lafarga et
al., 1998; Pena et al., 2001; Cioce y Lamond, 2005; Girard et al., 2006; Lemm et al., 2000;
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Berciano et al., 2007; Mortis, 2008). Estos datos concuerdan con los que hemos descrito en
el apartado anterior sobre la represion transcripcional existente en las CP del ratén PCD.
Las células mitrales del raton PCD también presentan una reducciéon del nimero de CC
durante las etapas iniciales de la degeneracion, asi como la reorganizacion de la coilina alre-
dedor del nucleolo, aunque no se detecté su traslocacion al mismo (Valero et al., 20006).
Estas alteraciones se han detectado también en neuronas del ganglio del trigémino tras una
lesion en nervios periféricos (Navascués et al., 2004b) o tras el tratamiento con leptomicina
B (Carvalho et al.,, 1999).

Activacion de la via del proteasoma en las CP del raton PCD

Hemos demostrado como durante la degeneracion de las CP del ratéon PCD la via de
degradacion proteica del proteasoma se activa fuertemente, tanto en el nicleo como en el
citoplasma (ver Resultados). Como consecuencia del metabolismo aerébico se generan
especies reactivas de oxigeno que producen modificaciones oxidativas en las proteinas.
Durante los procesos que generan estrés oxidativo, la oxidacion de proteinas se incrementa
de forma significativa y puede comprometer la supervivencia de la neurona. El proteasoma
reconoce de forma selectiva y degrada las proteinas oxidadas del citoplasma, el nucleo y el
RER, minimizando asi la citotoxicidad (Grune et al., 1995). En los casos donde se produce
un gran incremento del estrés oxidativo, como el que ocurre en algunas enfermedades neu-
rodegenerativas (como la esclerosis lateral amiotréfica), el grado de oxidacion proteica es tal
que se generan fragmentos o agregados de protefnas que comienzan a ser resistentes a la
proteolisis (Urushitani et al., 2002). De hecho, estos agregados de proteinas oxidadas se
pueden unir al proteasoma 20S y actuar como inhibidores irreversibles, acumulandose asi
las proteinas citotoxicas, tanto en el nicleo como en el citoplasma (Davies, 2001; Shringar-
pure et al., 2001). El alto grado de activacion del proteasoma 20S en las CP del ratén mu-
tante PCD sugiere la existencia de un nivel alto de estrés oxidativo en estas neuronas. Estos
datos estarfan en consonancia con la presencia de mayor S-nitrosilaciéon de proteinas que
hemos detectado en el vermis del cerebelo del raton PCD. Este estudio también se realizéd
durante la degeneracién de las células mitrales del BO del ratén PCD; sin embargo, el
patron de expresion de esta proteina no diferfa ostensiblemente del observado para los
animales control (Dr. Valero; comunicacién personal). Este dato sugerirfa, de forma indire-
cta, que el grado de estrés oxidativo de las células mitrales durante su proceso de muerte
pudiese ser menor que el que experimenta las CP. Este patron de agregacion del proteaso-
ma 20S acompafnado ademas de un estrés del RER se ha observado también durante el

patron degenerativo que ocurre en la ataxia espino-cerebelar (Seki et al., 2007).

Activacion y funcion de la glia. Consecuencias en el raton mutante
PCD

Los primeros estudios acerca de la degeneraciéon de las CP del PCD se centraron en

analizar las alteraciones morfoldgicas que sufrian estas neuronas (Mullen et al., 1976; Landis

167



Discusion

y Mullen, 1978). Estudios posteriores han centrados sus analisis en las vias moleculares que
participan y desencadenan la muerte de las CP (Kyuhou et al., 2006). De hecho, dos estu-
dios independientes han llevado a cabo un analisis de expresion diferencial de genes en el
cerebelo del raton PCD?Y (Xiao et al., 2005; Ford et al.,, 2008). Los trabajos més recientes
van encaminados al analisis estructural y funcional del gen afectado en la mutacion pcd, el
gen znnal (Chakrabarti et al., 2006; Wang et al., 2006; Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la
Vega et al., 2007).

Se conoce que durante los procesos neurodegenerativos la glia (astrocitos y microglia)
se activa y desencadena una respuesta; en principio esta activacion tiene caracter neuropro-
tector, siendo la primera respuesta de defensa del sistema nervioso central. Sorprendente-
mente, en el cerebelo del raton mutante PCD atn no se ha analizado la posible gliosis reac-
tiva que pueda desencadenarse durante la muerte de las CP. Nuestros resultados evidencian
que durante la degeneracién de las CP del cerebelo del ratén mutante PCD, tanto la mi-
croglia como los astrocitos sufren una fuerte gliosis reactiva. Ademas, este trabajo es el

primero que describe la afectaciéon que sufren los oligodendrocitos del cerebelo del raton
PCD.

Activacion de la microglia en el cerebelo del raton PCD

Para definir la activacién de la microglia se deben tener en cuenta varios aspectos: los
cambios morfologicos que sufren estas células, entre los que se encuentran la hipertrofia y
el engrosamiento y acortamiento de sus ramificaciones, ademas de diversas modificaciones
que suceden en la expresion de ciertas proteinas (ver Resultados; Kim y de Vellis, 2005;
Garden y Moller, 2006; Biber et al., 2007). Los analisis histolégicos y citolégicos permitie-
ron observar que en el cerebelo del ratén PCD la microglia adquirfa la morfologia tipica de
microglia reactiva (ver Resultados). Ademas, analizamos mediante hibridacién de wicroarrays
distintos tipos de sefalizacion que desencadenan la gliosis, asi como la respuesta biolégica

de la microglia reactiva.

Muchos factores participan en la activaciéon de la microglia (Garden y Moéller, 2000).
Esta activacion esta mediada, entre otros, por los receptores P2X que participan ademas en
la secrecion de factores pro-inflamatorios (Brautigam et al., 2005; Davalos et al., 2005). El
analisis mediante hibridacién de microarrays mostraba un fuerte incremento de genes que

codifican para estos receptores en el vermis del ratén PCD (Tabla 14).

La activacion de la microglia inducida por lipopolisacaridos esta mediada por los recep-
tores TLR (del inglés: To/l-Like Receptors), y desencadena la liberacién de citocinas o quimio-
cinas (Takeda et al., 2002). Esta activaciéon produce la sobreexpresion de los genes Myd88,
ERK (del inglés: Extracellular signal-Regulated Kinase), INK (del inglés: ¢-Jun N-terminal Kinase)
o p38 MAP quinasa, que a su vez activan al factor de transcripcion factor Nf-kB (del
inglés: nuclear factor-kB) promoviendo asi la respuesta inflamatoria (Takeda et al., 2002; Mi-
lligan y Watkins, 2009). Nuestros resultados demostraron que existia una sobreexpresion de

este conjunto de genes en el cerebelo del raton PCD (Tabla 14).
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Una vez activada, la microglia ejerce su funciéon bioldgica que incluye: la secrecion de
factores difusibles, la migracion, la fagocitosis, la presentacion antigénica o la produccion
de 6xido nitrico (Garden y Moller, 20006).

Entre el amplio espectro de factores pro-inflamatorios secretados por la microglia reac-
tiva se encuentran las citocinas (interleucinas, interferones, o el factor de necrosis tumoral),
quimiocinas, factores troficos o pequefas moléculas lipidicas (Minguetti y Levi, 1998;
Honda et al., 1999; Hanisch, 2002; Kim y de Vellis, 2005). El andlisis por hibridaciéon de
microarrays demostrd que genes implicados en la sintesis de muchos de estos factores apa-

recian sobreexpresados en el cerebelo del raton PCD (Tabla 14).

LLa microglia reactiva tiene la capacidad de migrar hasta la zona donde se ha producido
el dafio. La doble inmunohistoquimica para Ibal y CB mostraba cémo las células de mi-
croglia activada se situaban en la zona donde se localizaban las CP en proceso degenerativo
(Fig. 34). Este proceso parece estar mediado por moléculas quimioatrayentes, principal-
mente de la familia de las quimiocinas. Ademas, moléculas como la B2 integrina o factores
de crecimiento endotelial se requieren también para la migraciéon correcta de estas células
(Ullrich et al., 2001; Forstreuter et al., 2002). Nuestros resultados demuestran la sobreacti-
vacion de genes que codifican algunos tipos de quimiocinas, receptores de quimiocinas,
factores de crecimiento endotelial e incluso la B2 integrina en el cerebelo del ratén PCD

(Tabla 14).

La principal funcién de la microglia reactiva es la fagocitosis; permite retirar las neuro-
nas afectadas o los restos de éstas en casos de dafio del sistema nervioso. Para la interac-
ci6n microglia reactiva-neurona dafiada es necesaria la participacion del receptor CD36 y
los receptores “orphan” (Stolzing y Grune, 2004; Garden y Moller, 2006) cuya expresion se
encuentra aumentada en el cerebelo del ratén PCD (Tabla 14). Otro proceso en el que par-
ticipa la microglia reactiva es la presentacion antigénica, en la que actian multiples recepto-
res (Reichmann et al., 2002). Nuestros resultados demuestran que muchos de los genes
encargados de sintetizar algunos de los receptores que participan en la presentacion anti-
génica presentaban una mayor tasa transcripcional en el cerebelo del raton PCD comparada
con la del control (Tabla 14).

Otra de las consecuencias de la gliosis es la sintesis de 6xido nitrico; reaccidén en este
caso catalizada por la iNOS (Garden y Méller, 20006). Estudios previos han demostrado que
en el cerebelo del ratén mutante PCD existe una sobreactivacion de este enzima sugiriendo,
por lo tanto, un incremento en la sintesis de 6xido nitrico (Kyuhou et al., 2006). Esto dlti-
mo estarfa en consonancia con el aumento de expresion del enzima guanilato ciclasa, pues-
to que este enzima es diana directa del 6xido nitrico. En resumen, este es el primer trabajo
en el que se describe el patrén temporal de activaciéon de la microglia durante el proceso

degenerativo de las CP en el raton mutante PCD.
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Activacion de la astroglia en el cerebelo del raton PCD

En condiciones normales, los astrocitos participan en muchos procesos biolégicos co-
mo la transmision glutamatérgica, el metabolismo energético y el control del flujo sangui-
neo, entre otros (Ransom et al., 2003). Mas recientemente se ha descrito su participaciéon en
la plasticidad sinaptica (Halassa et al., 2007) y en la transmision nerviosa (Araque, 20006). En
condiciones patoldgicas, los astrocitos se activan y llevan a cabo funciones neuroprotecto-
ras, compaginando la funcién de la microglia activada (Pekny y Nilsson, 2005; Correa-
Cerro y Mandell, 2007; Escartin y Bonvento, 2008). Las moléculas pro-inflamatorias libera-
das desde la microglia reactiva tienen la capacidad de activar a los astrocitos, amplificando
asi la respuesta inflamatoria (van Rossum y Hanisch, 2004). No existen evidencias de la
respuesta de los astrocitos ante la muerte de las CP como consecuencia de la ausencia del
gen nnal. Nuestros resultados obtenidos mediante técnicas histolégicas y de hibridaciéon de
microarrays apoyan la existencia una astrogliosis progresiva en el cerebelo del ratén PCD,

que es pareja a la activacion de la microglia (ver Resultados).

Hay que resaltar la activacion rapida y temprana de estos elementos gliales en el cerebe-
lo del ratén PCD. Nuestros resultados demuestran que a P15 ya se detecta activacion de
ambos elementos. A esta edad, las unicas alteraciones que habfamos detectado en algunas
CP eran la desestruturacion del RER, la reduccion de los CC y la alteraciéon axonal y dendri-
tica, mientras que el resto de la citologia parecia inalterada. Por lo tanto, a P15 tanto los
astrocitos como la microglia deben de responder a alguna sefial, liberada o expuesta por las
CP que desencadene su activacion. El proceso degenerativo de las CP debe entonces co-
menzar antes de lo que se ha descrito en trabajos anteriores (Landis y Mullen, 1978). Esto
estarfa en consonancia con el zesz del Rota-rod, que demuestra que los ratones PCD poseen

una menor habilididad motora que los animales control ya a P15 (ver Resultados).

Estado de la oligodendroglia en el cerebelo del raton PCD

Este es el primer trabajo en el que se describe la muerte por apoptosis de los oligoden-
drocitos en el cerebelo del raton PCD. Debido a la mutacién ped, los oligodendrocitos de
la corteza cerebelosa mueren por apoptosis, directa o indirectamente. Varias pueden ser las
causas que expliquen esta situaciéon. Cuando existe una respuesta glial exacerbada ante un
dafio y se generan citocinas en exceso, peroxinitritos y sustancias reactivas de oxigeno, una
de las consecuencias es la muerte por apoptosis de los oligodendrocitos, en concreto de
precursores de oligodendrocitos mayoritariamente (Curatolo et al., 1997; Hisahara et al.,
1997; Li et al., 2005, 2008; Miller et al., 2007; McTigue y Tripathi, 2008). Ademas de la im-
plicacion de la glia reactiva en la muerte de los oligodendrocitos, se pueden plantear otras
hipétesis que expliquen la muerte por apoptosis de los oligodendrocitos en el cerebelo del
raton mutante PCD. La primera es que los oligodendrocitos expresen Nnal de forma nor-
mal y que ante su ausencia éstos mueran. Sin embargo, estudios de hibridacién 7 sitn han
descrito que en el cerebelo del ratén PCD el ARNm del gen #nal sélo se expresa en los

granos y en las CP (Harris et al., 2000; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). Los oligodendro-
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citos tienen como funcién principal formar la vaina de mielina de los axones, y se ha de-
mostrado su afectaciéon en enfermedades neurodegenerativas que dafian a los axones como
la esclerosis multiple, la enfermedad de Huntington o la enfermedad de Alzheimer (Roth et
al., 2005; Bartzokis et al., 2007; Korn, 2008). En este estudio hemos comprobado que exis-
te una fuerte alteracién en los axones de las CP del ratén PCD ya desde estadios pre-
neurodegenerativos. La muerte de los oligodendrocitos puede depender también de la
pérdida del factor tréfico que el axon de la CP representa para estos elementos gliales. Una
combinacién de todos estos factores posiblemente desencadene la muerte de este elemento

neural.

¢La gliosis reactiva acelera la degeneracion de las células de Purkinje?

Como ya hemos descrito, la activacién glial es una sefial de alteracion en el sistema
nervioso (van Rossum y Hanisch, 2004; Kim y de Vellis, 2005; Garden y Méller, 2006; Es-
cartin y Bonvento, 2008). En condiciones de neurodegeneracién, para conferir neuropro-
teccion a las neuronas no danadas, la glia reactiva desencadena una reaccién inflamatoria a
través de la liberacion de moléculas pro-inflamatorias, ademas de desarrollar su maquinaria
fagocitica (Garden y Moller, 2006; Escartin y Bonvento, 2008). Sin embargo, en algunos
casos la respuesta de la glia puede ser excesiva e incontrolada, siendo mas perjudicial que
beneficiosa para el sistema (Wyss-Coray y Mucke, 2002). No se conocen con exactitud las
causas que provocan una respuesta incontrolada de la glia activada y que, por lo tanto, pro-
duzca neurotoxicidad en la regién ya dafiada. De hecho, atn existe controversia sobre los
efectos neuroprotectores o neurotoxicos de la glia reactiva (Tacconi, 1998; Wyss-Coray y
Mucke, 2002; van Rossum y Hanisch, 2004; Pekny y Nilsson, 2005; Garden y Moller,
20006). Es decir, en condiciones patoldgicas la glia reactiva puede desarrollar respuestas an-
tagénicas (Wyss-Coray y Mucke, 2002; Pekny y Nilsson, 2005). Dependiendo de la intensi-
dad de la gliosis se han descrito dos tipos de estados inflamatorios (Milligan y Watkins,
2009). El estado pro-inflamatorio refleja una activacion desmesurada de la glia que como
consecuencia produce un entorno neurotoxico en la region ya dafiada (Milligan y Watkins,
2009). En cambio, en el estado anti-inflamatorio la glia responde de forma proporcional
al dafio que existe en la region afectada, confiriendo neuroproteccion a las células no afec-
tadas, liberando sustancias que previenen su propia accion neurotoxica (Milligan y Watkins,
2009). Se ha propuesto que el efecto adverso de la glia reactiva durante la respuesta infla-
matoria es causado por una descompensacion entre las sefiales pro- y anti-inflamatorias
(Milligan y Watkins, 2009). De hecho, la glia reactiva libera distintos tipos de citocinas y
quimiocinas dependiendo del estado inflamatorio (Milligan y Watkins, 2009). Tanto la in-
terleucina 1 como la interleucina 6 son citocinas preferentemente liberadas en el estado
pro-inflamatorio, promoviendo asi un estado atn mas pro-inflamatorio, mientras que la
interleucina 4 se libera principalmente en el estado anti-inflamatorio (Biber et al., 2007;

Milligan y Watkins, 2009). La sobreactivacion de la ruta de las MAP quinasas (que activan
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aguas abajo al factor NF-kB), o la presencia de la proteina MMP-9 (del inglés: matrix meta-
UHoproteinase-9) ocurren también en el estado pro-inflamatorio (Milligan y Watkins, 2009).
Otra sustancia liberada en el estado pro-inflamatorio es el 6xido nitrico (Garden y Moller,
20006; Milligan y Watkins, 2009). La producciéon excesiva de o6xido nitrico induce la S-
nitrosilacién de proteinas, la activaciéon de la MMP-9 (Sternlicht y Werb, 2001; Gu et al,,
2002) y la alteraciéon de la sefializacion por GMPc (Marcoli et al., 2006). Mas atn, la sobre-
produccion de 6xido nitrico incrementa la actividad del enzima superdxido dismutasa, que
amplifica la neurotoxicidad cuando la glia esta activada (Boje y Arora, 1992; Yamanaka et
al., 2008). En el cerebelo del raton PCD existe una sobreexpresion del enzima iNOS duran-
te el periodo degenerativo de las CP (Kyuhou et al., 2006). Ademas, nuestros estudios de
western-blot, hibridacion de wicroarrays e inmunohistoquimica han demostrado una mayor
nitrosilacién de proteinas en el cerebelo del PCD, la sobreexpresion de genes que partici-
pan en la ruta de las MAP quinasas, de la MMP-9, de la superdxido dismutasa y de la iso-
forma soluble del enzima guanilato ciclasa (enzima que sintetiza la GMPc). Todos estos
datos sugieren que en la CP del ratén PCD debe de existir un gran estrés oxidativo y que en
el cerebelo, durante la respuesta de la microglia, parece existir un estado pro-inflamatorio.
Estos datos concordarian con los resultados anteriormente descritos acerca del patrén de
expresion del proteasoma 20S en la CP del ratéon PCD vy su relaciéon con un entorno de

estrés oxidativo.

Otro hecho que muestra que la respuesta glial en el cerebelo del ratén PCD es desme-
surada es el patrén de expresion que muestran los astrocitos reactivos. Cuando el dafio
neuronal es reducido, estas células reacccionan segin una astrogliosis isomorfica, que se
caracteriza por una distribucién homogénea de éstos en la region afectada, y por una orien-
tacion aleatoria de sus ramificaciones (Kalman, 2004). Por el contrario, cuando la lesion es
mas importante tiene lugar la astrogliosis anisomoérfica, donde los astrocitos delimitan
claramente la zona dafiada con sus procesos dirigiéndose hacia los elementos neuronales
afectados (Kalman, 2004), existiendo ademas una gran produccioén de 6xido nitrico, incluso
mayor que la de la microglia reactiva. La gliosis isomorfica es un proceso reversible, mien-
tras que la anisomorfica perdura mucho mas en el tiempo (Kalman, 2004). Nuestros resul-
tados muestran que los astrocitos reactivos adquieren una configuracién que pudiera consi-
derarse anisomorfica, donde se delimita perfectamente la zona dafiada, situandose en la
CCP (al igual que la microglia reactiva) con sus prolongaciones rodeando el soma de las CP
y en la superficie de la CM, es decir, parecen delimitar la zona ocupada por el soma y las
dendritas de las CP.

Como ya hemos mencionado, se ha descrito que las CP del raton PCD mueren por un
proceso de apoptosis (Kyuhou et al., 2006; ver Resultados). Las caracteristicas ultraestruc-
turales que definen a una célula apoptética son la condensacion de la cromatina, la vacuoli-
zacion citoplasmatica y la preservacion de las membranas celulares y los organulos (Krysko
et al., 2006). Sin embargo, nuestro estudio revela que en el ratén PCD existen CP que ex-

hiben caracteristicas de células necréticas, como la rotura de las membranas celulares, la
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desaparicion de los organulos y la hinchazoén del citoplasma (ver Resultados). Por lo tanto,
nuestros resultados evidencian que la muerte de las CP del raton PCD esta mediada por
dos procesos bien diferenciados, la necrosis y la apoptosis. Estas CP necroticas estaban
normalmente englobadas por células de microglia reactiva. Si el proceso necrético es con-
secuencia del entorno pro-inflamatorio existente o bien es consecuencia directa de la muta-
cion del gen #nal atn lo desconocemos. La activacion glial excesiva puede desencadenar la
muerte neuronal tanto por apoptosis como por necrosis (Escobedo et al., 1998; Vicente et
al., 2006; McKinnon, 2009). Planteamos la posibilidad de que la muerte de las CP que si-
guen la via apoptética pueda ser consecuencia directa de la mutacién ped e incluso de la
actividad de la glia reactiva, mientras que aquéllas que mueren por necrosis pudieran hacer-
lo como consecuencia del entorno pro-inflamatorio que se genera por la activacion glial
exacerbada. Existen, sin embargo, ocasiones en las que células que comienzan a morir por
un mecanismo apoptotico sufren un proceso de necrosis secundaria, adquiriendo la morfo-
logfa de una célula necrética y que son reconocidas por células de microglia activada (Krys-
ko et al., 20006). Por lo tanto, no debemos descartar la posibilidad de que todas las CP co-
miencen a morir por un proceso apoptotico originado por la ausencia de la proteina Nnal
y que algunas de ellas experimenten un proceso de necrosis secundaria, y sean éstas ultimas
las que observamos a microscopia electrénica. Estudios posteriores deberan responder a

esta cuestion.

Como ya hemos descrito, cuando la respuesta glial es desmesurada los precursores de
oligodendrocitos pueden sufrir muerte celular por apoptosis (Curatolo et al., 1997; Hisa-
hara et al., 1997; Li et al., 2005, 2008; Miller et al., 2007; McTigue y Tripathi, 2008). Nues-
tros resultados demuestran la muerte por apoptosis de oligodendrocitos. Por lo tanto, estos

datos apoyan la existencia de un entorno pro-inflamatorio en el cerebelo del ratén PCD.

En resumen, todos estos datos sugieren que en el cerebelo del raton mutante PCD la
microglia y los astrocitos se activan de forma incontrolada, liberando factores que generan
un estado pro-inflamatorio que parece ser neurotoxico en vez de neuroprotector para las
CP del ratén PCD. Este efecto adverso de la glia reactiva probablemente esté relacionado
con la rapida degeneracién que sufren las CP del ratén mutante PCD. Es decir, nuestros
resultados sugieren que la muerte de las CP del ratén PCD a causa de la mutacién del gen
nnal induce la activacion de la astroglia y la microglia, que a su vez produce neurotoxicidad

aumentando la tasa de muerte de las CP.

Activacion de la glia en el bulbo olfatorio

En el presente trabajo de Tesis Doctoral decidimos analizar también si existia un pro-
ceso de gliosis durante la degeneracioén de las células mitrales. El proceso degenerativo de
las células mitrales del BO del raton PCD comienza mas tarde y es mas lento que el de las
CP (Greer y Shepherd, 1982; Fernandez-Gonzalez et al., 2002; Valero et al., 2006). Las
causas por las que los tipos neuronales afectados por la mutacién ped (CP, células mitrales,

neuronas talamicas y fotorreceptores de la retina) degeneran a distintas edades, y con un
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patrén temporal tan diverso aun se desconocen. Basaindonos en la hipétesis que plantea-
mos en el apartado anterior sobre la implicacién de la glia reactiva en la aceleracion de la
muerte de las CP, decidimos analizar la respuesta glial durante el periodo degenerativo de
las células mitrales del raton PCD, y estudiar si este proceso pudiera influir en mayor o
menor medida en la muerte de estas neuronas. Este proceso no habia sido estudiado en el
BO.

Nuestros resultados demuestran que durante el periodo degenerativo de las células mi-
trales, la microglia residente se activa (ver Resultados). Estas células sufren cambios mor-
folégicos tipicos de la gliosis, se hipertrofian y las ramificaciones se acortan y se engrosan
(ver Resultados). Sin embargo, estos cambios morfolégicos son menos drasticos que los
detectados en el cerebelo durante la degeneracion de las CP. Ademas, a diferencia de lo que
ocurre en el cerebelo, la microglia reactiva del BO se distribuye de forma homogénea por
todas las capas bulbares, y no hemos observado que las células de microglia ocupen el es-
pacio dejado por las células mitrales en la capa de las células mitrales (CCM), a diferencia de
la monocapa que constituian en la CCP del cerebelo. Ademas, los estudios ultraestructura-
les realizados durante la degeneracion de las células mitrales sélo detectaban de forma muy
esporadica células de microglia reactiva englobando a células mitrales (comunicacién per-
sonal Dr. Valero, Universidad Auténoma de Barcelona). Estos datos parecen reflejar que
durante la degeneraciéon de las células mitrales la activacion de la microglia es menor que la

que ocurre en el cerebelo durante la muerte de las CP.

Los astrocitos, al igual que la microglia, también se activan aumentando su niumero en
el BO del ratéon PCD. El patron de expresion de los astrocitos es similar al observado para
la microglia reactiva, es decir, se distribuyen de forma homogénea por todas las capas bul-
bares, y a diferencia de lo que ocurre en el cerebelo, en este caso los astrocitos reactivos no
delimitan la zona dafnada. Por lo tanto, esta respuesta astroglial tiene las caracteristicas de
un astrogliosis isomérfica (Kalman, 2004) reflejando entonces una respuesta mas mesu-

rada que la que ocurre en el cerebelo del raton PCD durante la degeneracion de las CP.

Respecto al tercer elemento glial, la poblacién de oligodendrocitos parece no estar
afectada en los periodos de tiempo analizados. De hecho, no encontramos oligodendroci-
tos que fueran TUNEL+ en el BO. Puesto que la activacién de la microglia y los astrocitos
en el BO del PCD es mucho menor que la observada en el cerebelo, sugerimos que tanto la
liberacién de moléculas pro-inflamatorias como la produccion de éxido nitrico, en caso de
existir, debe ser menor. Esto podria explicar en parte que los oligodendrocitos del BO pa-
rezcan no estar afectados por el entorno inflamatorio generado por la degeneraciéon de las
células mitrales, a diferencia del entorno claramente pro-inflamatorio que hemos encontra-

do en el cerebelo.

A pesar de que estudios previos habfan descrito que las CP del ratéon mutante PCD
mueren por un proceso de apoptosis (Kyuhou et al., 2000), en este trabajo de Tesis Docto-

ral hemos demostrado que la degeneracion de las CP puede estar mediada por un proceso

174



Discusion

apoptoético o bien por un proceso necrotico (ver Resultados). Los estudios ultraestructura-
les realizados en el BO demuestran que su muerte esta mediada mayoritariamente por un
mecanismo apoptético; y no se detectaron apenas células mitrales en degeneraciéon por
necrosis (Valero et al., 2006). Hay que sefalar que durante la degeneracién de las células
mitrales, la activacién de la glia (microglia y astrocitos) ocurre en un periodo muy temprano
(respecto al patrén temporal de muerte de las células mitrales), ya que a P50 detectamos la
activacion glial. Es decir, al menos desde P50, en el BO existen sefiales de activacion, pro-
bablemente liberadas por las células mitrales, que inducen la gliosis. Sin embargo, a medida
que avanza el grado neurodegenerativo de las células mitrales, la respuesta inflamatoria de
la glfa reactiva parece no incrementarse, y en todo momento es mucho menor que la obser-

vada en el cerebelo.

Resumiendo, lo que proponemos es que durante la degeneracion de las células mitrales
del BO del raton PCD existe una activacion glial. En todo caso, esta activaciéon es menor
que la detectada en el cerebelo durante la muerte de las CP. El hecho de que ni los astroci-
tos ni la microglia sufran grandes cambios morfolégicos y no delimiten la region dafiada,
que los oligodendrocitos bulbares no degeneren y que no aparezcan células necréticas pa-
rece indicar que la respuesta glial es, en este caso, neuroprotectora. Por todo ello, propo-
nemos que la degeneracién de las células mitrales tiene lugar durante una ventana de tiem-

po mas amplia que el proceso que ocurre en el cerebelo del ratéon PCD.

La edad y el tiempo durante el que transcurre la degeneracién de las neuronas talamicas
es muy similar a lo que sucede con las células mitrales (O Gorman, 1985). Durante la dege-
neracioén de las neuronas talamicas se ha descrito la presencia de cuerpos apoptoticos, y en
ningun momento se ha observado un proceso necrético de estas neuronas en el ratéon
PCD. De forma muy escueta, se ha descrito la hipertrofia de los astrocitos en la zona don-
de degeneran las neuronas talamicas (O Gorman, 1985), aunque no se conoce el compot-
tamiento de la microglia en el tilamo durante la muerte de estas neuronas. Un analisis mas
profundo de la respuesta glial en esta region durante la degeneracion de las neuronas tala-
micas del raton PCD aportarfa mas informacion del tipo de respuesta glial durante la dege-
neracion de distintos tipos neuronales. La degeneracion de los fotorreceptores de la retina
del ratén mutante PCD es muy lenta, ocurre en un periodo muy largo de tiempo, aunque
comienza a edades muy similares al proceso de las CP (Blanks et al., 1982; LaVail et al.,
1982). De hecho, al afo de vida todavia queda un alto porcentaje de fotorreceptores (La-
Vail et al., 1982). Hay evidencias que muestran que durante la degeneracién de los fotorre-
ceptores del raton PCD existe una pequefa activaciéon de la microglia y los astrocitos, en
todo caso menor que la del cerebelo (Marchena, 2008). Este dato apoyaria nuestra hipotesis
acerca de la alta implicacién de la glia reactiva durante el proceso neurodegenerativo en el

ratén mutante PCD.
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¢Influye la gliosis en los patrones temporales de muerte neuronal del ratén PCD?

Ningun estudio anterior ha planteado las causas que provocan que la muerte de los
cuatro tipos neuronales afectados por la mutacién ped ocurra en periodos de tiempo dife-
rentes y especificos. En primer lugar mueren las CP, esta degeneracién es muy rapida y
ocurre entre la tercera y la cuarta semana de edad posnatal (Landis y Mullen, 1978). A con-
tinuacién, alrededor de los 50 dias de edad posnatal, comienzan a degenerar las neuronas
talamicas (O’Gorman y Sidman, 1985). Por ultimo, la degeneraciéon de las células mitrales
comienza a los dos meses de edad mientras que la de los fotorreceptores, aunque comienza
a edades similares a las de las CP, se alarga mucho mas en el tiempo (Mullen y LaVail, 1975;
Blanks et al., 1982; L.aVail et al., 1982).

Puesto que las CP y las células mitrales comparten la expresion de la proteina Nnal,
analizamos el nivel transcripcional del gen #zal en el cerebelo y el BO de animales control
desde P10 hasta P80 (periodos de tiempo que abarcan la degeneracion de las CP y las célu-
las mitrales) mediante RT-PCR. Este es el primer estudio que analiza la expresion del gen
nnal en el cerebelo y el BO a lo largo del tiempo. Nuestros resultados han demostrado que
en el cerebelo del ratéon control existe un incremento significativo en la transcripcion del
gen nnal entre P15 y P25. Ademas, hemos demostrado que en esta ventana de tiempo se
expresan, al menos, dos de los tres transcritos codificados por el gen nnal en el cerebelo.
Por el contrario, en el BO el nivel de expresion se mantiene constante en todos los perio-
dos analizados. Es decir, en el cerebelo del ratén existe una gran sintesis del ARNm que
presumiblemente traduce para la proteina Nnal entre P15 y P25. Estos datos estan en con-
sonancia con el periodo degenerativo que tienen las CP en el ratéon PCD. La proteina Nnal
entre P15 y P25 parece ser muy necesaria en el cerebelo y su ausencia, como podemos
comprobar en el raton mutante PCD, desencadena la muerte de las CP. Hay que sefialar
que en el cerebelo, en condiciones normales, los granos también expresan el ARNm codifi-
cado a partir del gen nnal (Fernandez-Gonzalez et al., 2002). Sin embargo, la degeneracion
de los granos del cerebelo del ratén PCD es secundaria a la pérdida de las CP (Ghetti et al.,
1978; Triarhou et al., 1985). Puede ser que el pico de expresiéon que observamos entre P15
y P25 es sélo debido al aumento transcripcional del gen #nal en las CP. Asimismo, puede
ocurrir que este incremento tenga lugar también en los granos, pero que la funcién de la
proteina Nnal sea vital en las CP mientras que los granos puedan de alguna manera com-

pensar su falta. Estudios posteriores deberan aclarar este punto.

Sin embargo, en el BO la transcripcion del gen #nal entre P10 y P80 es homogénea, no
sufre variaciones a lo largo de las edades analizadas P10 y P80 (ver Resultados). Estos datos
podrian explicar la respuesta diferencial de la glia que observamos entre el cerebelo y el BO
durante la degeneracion de las CP y las células mitrales, respectivamente. En el raton PCD,
ante la ausencia de esta protefna ocurre una respuesta inflamatoria mediada por la glia que,
ante la magnitud del dafio, se activa de forma exacerbada y en vez de conferir neuroprotec-
cién crea un entorno neurotodxico, afectando a las CP e incluso a los oligodendrocitos. Por

el contrario, en el BO existe una expresion del transcrito del gen #nal basal menor que la
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del cerebelo. Su ausencia provoca un dafio en las células mitrales y una activacion de la glia.
Sin embargo, esta activacion difiere de la registrada en el cerebelo del PCD vy, probablemen-
te, confiera un entorno neuroprotector en el BO sin afectar a las células mitrales ni los oli-

godendrocitos.

Proponemos que la suma de todos estos factores pueda ser una de las causas por la que
difieran los periodos de tiempo y el tipo de degeneracién en los que ocurre la muerte de las
CP y las células mitrales del raton mutante PCD. No debemos olvidar que otro de los fac-
tores (discutido anteriormente) que tiene que influir en que la degeneracion de las CP sea
mas rapida que la de las células mitrales, es que los sistemas de reparaciéon del ADN fun-
cionen inicialmente en las células mitrales mientras que no lo hacen en las CP. Las razones
por las que tiene lugar este hecho, y si la respuesta glial tiene algo que ver con ello, debera

dilucidarse en trabajos préximos.

Funciones de la proteina Nnal en la modificacion postraduccional
de la a-tubulina

La proteina Nna1 es una metalocarboxipeptidasa

Las primeras evidencias acerca de la funcion del gen #nal se describieron en experi-
mentos de regeneraciéon neuronal y axonal tras axotomia (Harris et al., 2000). En este estu-
dio se identificé un transcrito de 4 kb cuya expresion, tanto citoplasmatica como nuclear, se
incrementaba rapidamente de forma muy significativa en las motoneuronas tras el seccio-
namiento del nervio ciatico (Harris et al., 2000). Una vez finalizado el proceso de reinerva-
cion tras la axotomia, la expresion de este transcrito disminufa y, si se inhibfa la reinerva-
cion, la expresion se mantenfa (Harris et al., 2000). Estudios mediante hibridacion i situ
demostraron que los transcritos de #zal estaban presentes en células diferenciadas y ausen-
tes en zonas proliferativas (Harris et al., 2000; Fernandez-Gonzalez et al.,, 2002). Todos
estos resultados indicaban que la proteina Nnal debia de estar asociada a procesos de dife-
renciacion y regeneracion neuronal (Harris et al., 2000). Debido a su localizacion y a la fun-
cién que parecia desempenar, el gen se denominé #nal (del inglés: nervous system: nuclear pro-

tein induced by axotomy 1).

El primer analisis estructural de este transcrito mostraba que estaba constituido por
1.228 aminoécidos y que posefa un dominio de unién a ATP/GTP y un dominio catalitico
zinc-carboxipeptidasa, siendo por lo tanto una metalocarboxipeptidasa perteneciente a la
familia de metalocarboxipeptidasas M14 (Harris et al., 2000). Estudios posteriores han con-
firmado la presencia de, al menos, tres transcritos distintos codificados a partir del gen #nal
(Wang y Morgan, 2007). Ademas, se ha descrito que en el raton existen otras 5 proteinas de
esta subfamilia que presentan una alta homologfa con Nnal (Kalinina et al., 2007; Rodri-
guez de la Vega et al., 2007). Estudios filogenéticos mas recientes han propuesto que debi-
do a sus caracteristicas estructurales, la proteina Nnal y sus homoélogas deben ser incluidas

en una subfamilia especifica de metalocarboxipeptidasas, en concreto en la subfamilia
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M14D (Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). Se ha demostrado que la
funcién correcta del dominio zinc-carboxipeptidasa es esencial para la supervivencia de
determinadas neuronas, puesto que previene la degeneracién de las CP y de los fotorrecep-
tores de la retina en el ratén mutante PCD (Wang et al., 2006; Chakrabarti et al., 2008). En
resumen, la proteina Nnal tiene una actividad carboxipeptidasa, que participa durante la

regeneracioén axonal y cuyo funcionamiento es imprescindible para la neurona.

¢.Es la tubulina carboxipeptidasa la proteina codificada por el gen nnal y la a-
tubulina su sustrato?

Desde el descubrimiento del gen #ral y la caracterizacion de la proteina Nnal como
metalocarboxipeptidasa la cuestion que se ha planteado y que no ha tenido respuesta aun es
la siguiente: ¢Cual es el la funcion exacta de Nnal y cual es el sustrato natural del enzima
Nnal?

Los analisis estructurales de los sitios activos de la proteina Nnal sugerian que el enzi-
ma Nnal deberfa participar en la escisiéon de aminoacidos hidroéfilos de proteinas citosélicas
(Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). Estudios de predicciéon han pro-
puesto que la tnica protefna citosélica conocida que podria ser susceptible de escision de
aminoacidos (concretamente hidroéfilos) en el extremo C-terminal por la proteina Nnal era
la subunidad o de la tubulina (Kalinina et al., 2007). Esta proteina estructura los microtubu-
los del citoesqueleto formando dimeros con la B-tubulina. Este dimero puede sufrir distin-
tas modificaciones postraducionales (ver Introduccién) que afectan al extremo C-terminal
(Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987).

Una de estas modificaciones que puede sufrir la a-tubulina es el ciclo de tirosina-
cién/destirosinacion (Fig. 48; Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987; Westermann y Weber,
2003). Inicialmente, la proteina sintetizada posee un resto de tirosina en su extremo C-
terminal y se conoce como la forma tirosinada de la o-tubulina (Tyr-Tub). Este aminoacido
puede escindirse gracias a una reaccion catalizada por la tubulina carboxipeptidasa (tubCP),
formandose la forma destirosinada de la o-tubulina (Glu-Tub), y reafiadirse (tirosinarse)
por la una reaccién catalizada por la tubulina tirosina ligasa (T'TL). Ademas, existe una ter-
cera variante de o-tubulina que no puede ser tirosinada que se forma por la escision del
aminoacido Glu del extremo C-terminal y que se denomina A-Tub (Patutle-Lafanechere et
al., 1989). Se ha propuesto que el enzima tubCP pudiera catalizar también esta reaccion
(Paturle-Lafanechére et al., 1989, 1994). Aunque la TTL ha sido identificada (Erck et al.,
2005), la tubCP atn no ha sido caracterizada desde que fue descrita su funcién (Hallak et
al., 1977; Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987). El estado tirosinado de la a—tubulina (Tyr-
Tub) se ha asociado a microtibulos dinamicos, por ejemplo, de células proliferativas (Gun-
dersen y Bulinski, 1986), mientras que las formas destirosinada (Glu-Tub) y la no tirosina-
ble (A-Tub) se encuentran asociadas a poblaciones de microtubulos estables, como los pre-
sentes en neuronas maduras (Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987). Trabajos recientes han

propuesto que la proteina Nnal pudiera ser el enzima tubCP (Kalinina et al., 2007; Rodri-
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guez de la Vega et al., 2007). A continuacién analizaremos las evidencias que existen a favor

y en contra de esta hipotesis.

TubCP
¢ TubCP?

Tyr-Tub } Glu-Tub __— A-Tub

¢,0tros enzimas?
TTL

Figura 48. Esquema del ciclo de titosinacién/destirosinacion de la a-tubulina. Durante la estabili-
zacion de los microtibulos la a-tubulina sufre una modificaciéon postraduccional que consiste en la esci-
si6n de un resto de tirosina del extremo carboxi-terminal. Esta reaccion es catalizada por la tubulina cat-
boxipeptidasa (tubCP). Esta reaccién es reversible, pudiéndose afiadir de nuevo el resto de tirosina gracias
a la tubulina tirosina ligasa (T'TL). Sin embargo, se puede escindir el resto de acido glutimico de la Glu-

tub formandose asi la A-Tub. Aunque se ha propuesto que esta reaccién puede estar catalizada por la
tubCP (Paturle-Lafanechere et al., 1989), ain se desconoce cual es el enzima responsable de esta reaccion.

Evidencias a favor

La hipétesis que plantea la proteina Nnal como tubCP se basa en las siguientes obser-
vaciones: primero, los modelos informaticos basados en los sitios de uniéon del sustrato y
en la estructura del sitio activo del enzima muestran de forma tedrica la alta capacidad de la
proteina Nnal de eliminar residuos de tirosina del extremo C-terminal de la a-tubulina
(Rodriguez de la Vega et al., 2007). Segundo, proteinas con homologfa alta con Nnal tie-
nen una actividad enzimatica sobre grupos hidréfilos situados en el extremo C-terminal,
entre los que se encuentra la tirosina (Rodriguez de la Vega et al., 2007). Tercera, la protei-
na Nnal tiene una alta dependencia energética de los nucleétidos (ADP/ATP) que es con-
gruente con la energfa necesaria durante la transformacion del extremo carboxi-terminal de
la o-tubulina en la estabilizacion de los microtibulos (Argarana et al., 1978). Cuarto, algu-
nos datos moleculares que se han descrito previamente para la tubCP y que ademas difieren
de los descritos para otras metalocarboxipeptidasas (Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la

Vega et al., 2007) coinciden con las caracterfsticas teéricas propuestas para Nnal. '

Ademas de las semejanzas funcionales existentes entre Nnal y la tubCP, existen otras
evidencias que apoyan la hipotesis de que Nnal sea la tubCP. Por ejemplo, el nivel de

ARNm codificado a partir del gen nzal se incrementa tras una axotomia (Harris et al.,

1
Por ejemplo, altas concentraciones de sal inhiben la actividad de la tubCP como ocutre en la proteina homéloga de Nnal
en E.coli Rodriguez de la Vega et al., 2007). Ademas, los dipeptidos Z-Glu-Tyr y Z-Gly-Tyr tienen una similar capacidad inhibitoria en la
actividad de la mayoria de carboxipeptidasasas. En cambio, la tubCP es mds sensible a la accién del dipéptido Z-Glu-Tyr, al igual que

ocurre en esta proteina homoéloga de Nnal (Rodriguez de la Vega et al., 2007).
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2000) al igual que ocutte con algunas formas de o- y B-tubulina, que incrementan su expre-
sion durante el crecimiento de los axones en regeneraciéon (Han et al., 2004); la actividad de
la tubCP esta, en parte, regulada por su sustrato (la Tyr-Tub) que esta incrementada duran-
te el crecimiento de las neuronas (Webster et al.,, 1992) y durante la regeneraciéon axonal
(Mullins et al., 1994). Esto coincide con el patrén de expresion de #unal durante la diferen-
ciaciéon y la regeneracion. Durante el desarrollo la expresion de #nal se restringe a neuronas
diferenciadas pero no a aquéllas proliferativas, compartiendo caracteristicas con el patron
de expresion de la tubCP (Rodriguez de la Vega et al., 2007). Existen evidencias en el raton
PCD (que carece de la expresion de nnal) que muestran que en las células mitrales se acu-
mula la Tyr-Tub existiendo una deficiencia de expresion de la Glu-Tub (Kalinina et al.,
2007). Esto revelarfa que en el BO del PCD la tubCP no desempefia su funcion. Otro dato
a favor de esta hipdtesis es la semejanza que existe en el proceso degenerativo entre las
neuronas talamicas afectadas tras una axotomia (Barron et al., 1973; Matthews, 1973) y las
neuronas talamicas que degeneran como consecuencia de la mutacién ped (O Gorman,
1985). Otra de las células afectadas por la mutaciéon ped son los espermatozoides (Harris et
al., 2000; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). Existen estudios que demuestran que la A-Tub
(esencial en microtubulos estables) es imprescindible durante la maduracién de estas células
(Paturle-Lafanechere et al., 1994; Kierszenbaum, 2002; Kato et al., 2004). Por lo tanto, en el
caso de que Nnal sea la tubCP, su ausencia en el ratén PCD provocaria que los esperma-
tozoldes presentasen algun tipo de disfuncién. De hecho, los espermatozoides del ratéon
PCD presentan alteraciones morfologicas y funcionales (Landis y Mullen, 1978). Todos

estos datos concordarfan con el hecho de que la proteina Nnal fuera la tubCP.

En el cerebelo de la rata el proceso de estabilizaciéon de microtibulos (proceso en el
que tiene lugar la destirosinacion de la a-tubulina) ocurre a partir de P15, justo en el espa-
cio temporal en el que comenzamos a detectar los signos pre-degenerativos en las CP en el
raton PCD. En el cerebelo, los axones estan formados principalmente por microtibulos
estables (Cambray-Deakin y Burgone, 1987). Cuando existe desorganizacion de microtibu-
los en los axones, y ausencia de microtibulos estables, los axones exhiben una patologia
que muestra unos ensanchamientos de los axones adquiriendo asf una forma ovalada con
acumulacion de organulos, sobre todo mitocondrias (Ertiirk et al., 2007). La ausencia de la
tubCP desencadenaria que la proporciéon de microtibulos estables fuese muy baja en el
citoesqueleto de las células. Nuestros resultados muestran alteraciones axonales conocidas
como “torpedos” que son coincidentes con los observados en el trabajo de Ertirk y cola-
boradores (2007). Ademas, nuestros resultados demuestran cémo la B-tubulina, que dime-
riza con la a-tubulina durante la estabilizacién de los microtubulos, sufre una fuerte dismi-

nucién de su expresion en las CP del raton PCD desde P15 (ver Resultados).

Evidencias en contra

A pesar de lo expuesto anteriormente, algunos de los resultados de este trabajo plante-

an serias dudas sobre la funcién de Nnal como tubCP. En el presente trabajo de Tesis
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Doctoral hemos descrito el patrén de expresion de la A-Tub en las CP del ratén control. La
expresion de esta proteina aumenta desde P15 hasta P25 coincidiendo con el proceso de
estabilizacion de los microtubulos de las CP. Estos datos coinciden con los publicados pre-
viamente, en el cerebelo de la rata (Paturle-Lafanechere et al., 1994). Sorprendentemente,
en las CP del ratén PCD, ya desde P15 existe una expresion mayor de la A-Tub en las CP si
se compara con el control. Si la proteina Nnal fuese ciertamente la tubCP, lo que cabria
encontrarse en el raton PCD serfa lo contrario: una acumulacién de la forma tirosinada
(Tyr-Tub) y una ausencia de las formas mas estables de los microtabulos (Glu-Tub y A-
Tub), como ocurre en las células mitrales del BO del ratén PCD (Rodriguez de la Vega et
al., 2007). Ademas, nuestros analisis evidencian que en el animal control existe una fuerte
expresion en los granos (ver Resultados), tanto de la Glu-Tub como de la A-Tub coinci-
diendo con datos previos (Cambray-Deakin y Burgoyne, 1987). Esta descrito que los gra-
nos del cerebelo expresan el ARNm del gen nnal. Cabria esperar, por lo tanto, que en el
ratén PCD existiera un déficit de estas formas estables de microtdbulos también en esas
neuronas. Inesperadamente, este mismo patrén de expresion se mantiene en el mutante
PCD a todas las edades. Se pueden plantear varias hipotesis que expliquen el porqué de
esta situacion. Se conoce la existencia de 5 proteinas del raton que muestran una alta homo-
logia estructural con la proteina Nnal (que también pertenecen a la familia M14D) y se ha
propuesto que poseen las caracteristicas estructurales para poder realizar funciones muy
similares a la de Nnal (Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). En las CP
del ratén se han detectado dos de éstas proteinas que pudieran quizas realizar la funciéon
que desempefiaba Nnal (Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). Otra po-
sibilidad es que el enzima que lleve a cabo la transformacién de Glu-Tub a A-Tub no sea
Nnal (y ninguna de sus homologas). De ser asi, este “enzima desconocida” pudiera sobre-
expresarse intentando compensar la ausencia del Nnal, y por eso detectamos la A-tubulina

fuertemente expresada en las CP del raton PCD desde P15.

En condiciones normales, las CP del ratén control no muestran inmunorreactividad
para la Glu-Tub, solo las fibras de la glia de Bergmann lo hace (ver Resultados). Estos da-
tos coinciden con los que se han descrito previamente en el cerebelo de la rata (Cambray-
Deakin y Burgoyne, 1987). Nuestros resultados demuestran que en el cerebelo del ratéon
PCD existe mayor inmunorreactividad para la Glu-Tub en las fibras de la glia de Bergmann
comparada con la del control. St Nnal fuera en verdad la tubCP y llevase a cabo las reac-
ciones de destirosinacion, habria que explicar como en el raton PCD, que carece de la pro-
teina Nnal, el grado de expresion de la Glu-Tub es mayor en la glia de Bergmann (Paturle-
Lafanechere et al., 1994; Kalinina et al., 2007; Rodriguez de la Vega et al., 2007). Los estu-
dios de hibridacién 7z situ del ARNm del gen #nal demuestran que en el cerebelo la expre-
sion de este ARNm se localiza en las CP y los granos, no asi en la glia de Bergmann (Harris
et al., 2000; Fernandez-Gonzalez et al., 2002), asi que, en principio, la ausencia de Nnal no
deberia influir de forma directa en las reacciones de tirosinacidn/destirosinacién de la o.-

tubulina que puedan ocurrir en la glia de Bergmann. Una de las proteinas homologas a
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Nnal, conocida como CCP3 (del inglés: Cytosolic Carboxi-Peptidase 3) se expresa en la glia de
Bergmann y no en las CP (Rodriguez de la Vega et al., 2007). Por otra parte, se sabe que
durante la astrogliosis en el cerebelo, la glfa de Bergmann sufre modificaciones estructurales
en el citoesqueleto que necesitan de la estabilizacion de los microtubulos (Gurland y Gun-
dersen, 1995; Liao y Gundersen, 1998). Por lo tanto, se podria plantear que la mayor expre-
sion de Glu-Tub en la glia de Bergmann del PCD es consecuencia del proceso de astroglio-
sis, y que esta reaccion la llevase a cabo una proteina con caracteristicas estructurales muy

similares a Nnal, que no estuviera afectada por la mutacién ped.

Los resultados observados por otros grupos investigadores y los obtenidos en el pre-
sente trabajo de Tesis Doctoral no resuelven, sino que plantean mas interrogantes acerca de
la funcién de Nnal como tubCP. Todos esto resultados en su conjunto si parecen indicar
que esta proteina esta relacionada con la dinamica del citoesqueleto. Todas estas hipotesis
necesitan mas trabajos para resolverse, siendo el mas importante, a nuestro parecer, el ais-
lamiento y la purificacién de la tubCP y el desarrollo de un anticuerpo eficaz que reconozca

especificamente esta proteina en la célula.
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Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados en este Trabajo de Tesis Doctoral, y como

consecuencia de los resultados obtenidos y de la discusion llevada a cabo, hemos llegado a

las siguientes conclusiones:

L.

II.

III.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

La degeneracion de las células de Purkinje en el ratén mutante PCD es muy rapida
y severa, ocurre entre P20 y P30. La muerte de estas neuronas ocurre por dos me-
canismos bien diferenciados, por apoptosis y por necrosis.

Los ratones PCD muestran menor habilidad motora que los ratones control, ya
desde etapas pre-neurodegenerativas.

Entre P15 y P25 existe un incremento significativo de la expresion del gen nnal en
el cerebelo del ratéon mutante PCD. En el bulbo olfatorio, el nivel de expresion del
este gen se mantiene invariable desde P10 hasta P80. Esta diferencia entre regiones
puede ser una de las causas de las divergencias en la degeneracion de las células de
Purkinje y las células mitrales.

La hibridacién de microarrays del cerebelo muestra alteraciones en los niveles de ex-
presion de numerosos genes involucrados en la muerte por apoptosis, la estabilidad
del RER, los sistemas de reparacion del ADN, la activacion glial o el mantenimien-
to del citoesqueleto, entre otros.

La desaparicion de las células de Purkinje en los ratones PCD esta precedida por
una etapa pre-neurodegenerativa caracterizada por la desestructuracion del RER y
alteraciones axonales y dendriticas facilmente detectables con microscopia ptica y
microscopia electronica.

En la etapa de pre-neurodegeneracion en las células de Purkinje del raton PCD se
detectan grandes focos de rotura del ADN. Los mecanismos de reparacién del ma-
terial genético estan fuertemente alterados lo que puede influir en la rapida transi-
cion de la fase pre-neurodegenerativa a la neurodegenerativa.

La etapa pre-neurodegenerativa de las células de Purkinje del ratéon PCD se caracte-
riza por una fuerte represion transcripcional y alteracion de diversos compartimen-
tos nucleares (nucleolo, cuerpo de Cajal y proteasoma 208S). Todas estas alteraciones
nucleares y citoplasmaticas indican una disfuncién general de la célula de Purkinje
previa a su muerte, que pueden ser reflejo del comportamiento motor alterado en el
ratén PCD.

La mayor nitrosilaciéon de proteinas, la sobreexpresion del enzima iNOS y la guani-
lato ciclasa junto con la activaciéon del proteasoma 20S, la desestructuracion del
RER vy el aumento del dafio del ADN son datos que apoyan la hipétesis de una ele-
vacion del grado de estrés oxidativo en la célula de Purkinje del ratén PCD.

LLa mutacién ped induce la activacion de la microglia y la astroglia en el cerebelo y el
bulbo olfatorio. La gliosis que tiene lugar en el cerebelo es exacebarda, lo que pro-
bablemente acelere la muerte de las células de Purkinje, e induzca la apoptosis de
los oligodendrocitos. Sin embargo, la respuesta glial provocada por la degeneracion
de las células mitrales es moderada y no parece influir en la muerte neuronal.

La funcién propuesta para la proteina Nnal como tubulina carboxipeptidasa no se
ajusta a los resultados obtenidos en el cerebelo del raton mutante PCD, aunque sf
parece estar implicada, directa o indirectamente, en la dinamica del citoesqueleto.
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Soluciones de uso comun

Fijador Somogyi sin glutaraldehido: compuesto por un 4% (p/v) de paraformadehido
despolimerizado y un 0.2% (p/v) de acido picrico, tamponados a pH 7,4 con TF 0.1 M.

Medio de montaje para fluorescencia “anti-desvanecimiento”: constituido por glicina
0.42% (p/v), NaOH 0.021% (p/v), NaCl 0.51% (p/v), N-propil-galato 5% (p/v), glice-
rol 70% (v/v) y timerosal 0.002% (p/v). Ha de guardarse protegido de la luz a 4 °C.

Resina de inclusiéon en Durcupan:

® Mezcla A: para la preparacion de la mezcla A se afiade resina tipo epoxi (componen-
te A) y endurecedor (componente B, Fluka) en una proporcion 1:1 y plastificante
(componente D; en una proporciéon 1:10 respecto a la resina epoxi y el endurecedor).
Esta mezcla debe emulsionarse por agitacion con lentitud, con el fin de que los 3

componentes queden correctamente mezclados. Esta mezcla es estable a TA.

e Mezcla B: para conseguir la mezcla B se anade el acelerador (componente C, Fluka)
al 1.8% (v/v) ala mezcla A.

Resina de inclusiéon en Lowicryl: la resina (Polysciences, Eppelheim, Alemania) se pre-
para con tres componentes que son: a) crosslinker (4 g), b) monémero (26 g), y ¢) ini-
ciador (0.15 g).

Solucién de azul de toluidina: se obtiene mezclando 4 g de azul de toluidina con 5 g de
Na,B,0,:10H,0 en 500 ml de H,O destilada.

Solucién para gelatinizar portaobjetos: se disuelven 4.5 g de gelatina en polvo y 0.44 g
de cromo I1I potasio sulfato en 900 ml de H,O, calentando hasta 80 °C. Se filtra la solu-
ci6én y los portaobjetos limpios se sumergen en ella a 70 °C durante 5 min. Se dejan se-

car en la estufa una noche. Se repite la operacion y se guardan en lugar seco.

Tampoén 0.1% BSA-Tris, pH7.4: esti compuesto de 20 mM de Tris-HCL, 0.9% (p/v) de
NaCl, 0.1% (p/v) de BSA tipo V (Sigma).

Tampon citrato sédico salino (SSC) 20X: para preparar 50 ml, se disuelven 8.76 g de
NaCl y 4.41 g de citrato sédico en H,Opppc, ajustando el pH a 7.0. Se enrasa hasta 50 ml
con H,Opp,c. Las distintas concentraciones utilizadas (10X, 2X, 0.5X, 0.1X) se preparan

a partir de ésta haciendo las correspondientes diluciones con H,Oppp.

Tampon de doble fuerza para microscopia electrénica: compuesto por dextrosa al 3,5%
(p/v) en TF 0.24 M.

Tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 (25 °C, TF): se prepara diluyendo 1:1 una solucién de
tampon fosfato 0.2 M en H,O destilada.

Tampoén fosfato 0.2 M, pH 7.4 (25 °C): se obtiene mezclando soluciones 0.2 M de
Na,HPO, y NaH,PO, hasta alcanzar el pH deseado. Se conserva a TA.
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Tampoén fosfato salino 0.1 M, pH 7.4 (25 °C, TFS): se han de mezclar en H,O destilada:
8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na,HPO, y 0.21 g de KH,PO,. Se ajusta el pH a
7.4 con HCl y se enrasa a 1 litro.

Tampon Tris 1 M, pH 8.0: se obtiene mezclando 121.4 g de Trizma-base y se enrasa has-
ta un litro de H,O. Se ajusta el pH con HCI 1 M.

Tampoén SSPE 20X, pH 7.4: se obtiene mezclando 175.3 g de NaCl, 27.6 g de NaH,PO,,
9.4 ¢ de EDTA vy se enrasa hasta 1 litro con H,O.

Tampon Tris-HCI 0.2 M, pH 7.6 a 25 °C: se obtiene mezclando 24.24 g de Trizma-HCl
y 5.56 g de Trizma-base en 1 litro de H,O.

Tampoén Tris-Borato-EDTA (TBE): para preparar 1 litro 10X, hay que disolver 108 g de
Tris base (890 mM) y 55 g de acido bérico (890 mM) en 40 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0
(20 mM). Se conserva a temperatura ambiente. Para su uso (1X), se disuelve en la canti-

dad correspondiente de H,Oppc.

Tampén TUNEL, pH 7.2 (25 °C): Esta compuesto por Tris-HCI 30 mM de pH 7.2,
cacodilato sédico 0.14 M, CoCl, 1 mM y Triton X-100 0.3% (p/v).

Sueros inmunoldgicos

Anticuerpos primarios
Anti-53BP1. IgG de conejo anti-53BP1, Novus Biologicals, Colorado, EE.UU. El anti-

cuerpo esta dirigido contra la proteina tumoral humana 53BP1, en concreto contra una
region codificada por los exones 11 y 12. Este anticuerpo también reacciona con la

proteina 53BP1 de raton.
Anti-ATM pS1981 (anti-pATM). IgG de conejo anti-pATM, Rockland, Pensilvania,

EE.UU. El anticuerpo esta dirigido contra la secuencia fosforilada en la serina 1981 del

ATM humano que comprende los aminoacidos del 1974 al 1988.
Anti-calbindina (anti-CB) monoclonal. IgG de ratén anti-calbindina D-28k 300, Swant,

Bellinzona, Suiza. Esta dirigido contra la proteina calbindina D-28k de ratén. Tiene re-
accion cruzada con las proteinas de mono, conejo, rata, ratén y pollo, pero no con la
de pez. No presenta reaccion cruzada con la calretinina u otra proteina ligante de cal-

cio conocida.

Anti-calbindina (anti-CB) policlonal. IgG de conejo anti-calbindina D-28k, Swant (CB-
38), Bellinzona, Suiza. Esta dirigido contra la proteina recombinante de rata calbindina

D-28k. Tiene reaccion cruzada con otras especies, incluido el humano.

Anti-coilina. IgG de conejo anti-coilina. Esta dirigido contra los aminoacidos 393-407 de

la secuencia de la coilina (Bohmann et al., 1995).

Anti-fibrilarina. IgG2x de ratén anti-fibrilarina. (Reimer et al., 1987).
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Anti-histona H2AX fosforilada (Anti-y-H2AX). IgG de conejo anti-y-H2AX, Chemi-
con, Temecula, California, EE.UU. El anticuerpo reacciona con la histona H2AX fos-

forilada en la serina 139 de humanos, mamiferos y levaduras.

Anti-histona H4 trimetilada en la lisina 20 (Anti-H4-K20-3Me). IgG de conejo, Upsta-
te, Nueva York, EE.UU. El anticuerpo esta dirigido contra la histona H4 trimetilada
en la lisina 20 de humano.

Anti-proteina acida fibrilar glial (Anti-GFAP) policlonal. IgG de conejo anti-GFAP,
Sigma-Aldrich (G3893), Missouri, EE.UU. Es especifico contra una proteina de 50
kDa de los filamentos intermedios de los astrocitos. El anticuerpo presenta reaccion
cruzada con la GFAP de humano, conejo y rata.

Anti-Iba 1 policlonal. IgG de conejo anti-Ibal, Wako, Osaka, Japon. Esta dirigido contra
un péptido sintético que corresponde a la zona carboxilo terminal de la proteina Ibal.

Reconoce la proteina Ibal de humano, rata y raton.

Anti-MBP. IgG de conejo anti-MBP, Chemicon (AB5864), EE.UU. Reconoce la proteina

basica de mielina de humano y conejo.

Anti-Olig2 policlonal. IgG de conejo anti-Olig2, Chemicon, EE.UU. Reconoce la protei-
na Olig2 de 32 kDa. Reconoce la proteina Ibal de humano, rata y raton.

Anti-a-tubulina (forma tirosinada). IgG de rata contra la forma tirosinada de la o-
tubulina, Abcam (ab6160), Cambridge, Reino Unido.

Anti-o-tubulina (forma destirosinada). IgG de conejo contra la forma destirosinada de
la a-tubulina, Millipore (AB3201), EE.UU.

Anti-3-tubulina III policlonal de conejo (Tujl). IgG de ratén anti-8-tubulina III, Co-
vance, California, EE.UU. Este anticuerpo esta dirigido contra la 3-tubulina III neuro-

nal pero no reconoce la B-tubulina de las células gliales.

Anti-A-tubulina. IgG de conejo contra la forma no tirosinable de la a-tubulina, Millipore
(AB3203), EE.UU.

Anticuerpos secundarios
Anti-conejo biotinado. IgG biotinada de cabra anti-IgG de conejo. Vector (BA-1000),
California, EE.UU.

Anti-rata biotinado. IgG biotinada de cabra anti-IgG de rata. Vector (BA-9400), Califor-
nia, EE.UU.

Anti-conejo conjugado con Cy2 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (111-225-003),
Pensilvania, EE.UU.

Anti-conejo conjugado con Cy3 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (111-165-003),
Pensilvania, EE.UU.

Anti-ratén conjugado con Cy2 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (115-225-003),
Pensilvania, EE.UU.
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Anti-raton conjugado con Cy3 hecho en cabra. Laboratorios Jackson (115-165-166),
Pensilvania, EE.UU.

Estreptavidina conjugada con Cy3. Estreptavidina conjugada con el fluorocromo Cy3.
Laboratorios Jackson (016-160-084), Pensilvania, EE.UU.

Estreptavidina conjugada con Cy2. Estreptavidina conjugada con el fluorocromo Cy2.
Laboratorios Jackson (016-220-084), Pensilvania, EE.UU.
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