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DESCRIPCION

Modelo de enfermedad neurodegenerativa.

La presente invencion se refiere a modelos animales para enfermedad neurodegenerativa, en particular para la
enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mds comun en los paises desarrollados, y
se caracteriza por la pérdida de memoria progresiva y trastornos en el lenguaje y el comportamiento que conducen en
ultima instancia hasta la muerte (Alzheimer, 1911; Yankner, 1996). El deterioro cognitivo en la EA estd acompafiado
por la pérdida y atrofia neuronal principalmente en la corteza, hipocampo y niicleo amigdalino (Gémez-Isla et al.,
1997). Ademas del modelo especifico de la muerte de células neuronales, la EA se caracteriza por dos caracteristicas
neuropatoldgicas, placas seniles y marafas neurofibrilares (MNF).

Las placas seniles son depdsitos extracelulares de fibrillas amiloides compuestas por el péptido S-amiloide (AB)
de 39-43 aminodcidos a menudo rodeadas de axones distréficos (Glenner y Wong, 1984; Masters et al., 1985; Selkoe,
1994).

Las MNF son agregados generados intraneuronalmente de filamentos helicoidales apareados (FHA) que se ensam-
blan a partir de formas hiperfosforiladas de la proteina asociada al microtibulo tau (Grennberg et al., 1992; Grundke-
Igbal er al., 1986; Lee et al., 1991; Morishima-Kawashima et al., 1995). Las MNF pueden encontrarse en todas las re-
giones del cerebro que experimentan degeneracion en la EA y su patrén espacio-temporal de aparicion se correlaciona
bien con el de muerte celular y sintomatologia (Arriagada et al., 1992; Braak y Braak, 1991; Gémez-Isla et al., 1997).

El conocimiento molecular de la patogénesis de la EA ha surgido de estudios genéticos en familias afectadas por las

formas hereditarias de EA (EAF). Estos explican s6lo un pequefio porcentaje de los casos de EA pero han permitido la
identificacién de mutaciones en tres genes diferentes que son responsables de desencadenar la enfermedad. Estos genes
son las presenilinas 1y 2 (PS-1 y PS-2) y la proteina precursora del amiloide (PPA) (Hardy, 1996). Las mutaciones en
la PPA dan como resultado un aumento de la produccion de Ag (Price y Sisodia, 1998) mientras que las mutaciones de
PS-1y PS-2 favorecen el procesamiento de PPA dentro de la forma larga y mas amiloidogénica de A (Af,,) (Citron
et al., 1997; Duff et al., 1996; Price y Sisodia, 1998; Schneuer et al., 1996). Esta evidencia genética junto con los
estudios in vitro e in vivo de Af indujeron el punto de neurotoxicidad para la formacién de AS y/o la agregaciéon como
un acontecimiento clave en el desencadenamiento de la EA.

Se conoce poco acerca de los efectores intracelulares aguas abajo que explican la disfuncién neuronal, aunque se
ha propuesto la activacion de la glucégeno sintasa cinasa-38 (GSK-3p).

La GSK-38 es una serina/treonina cinasa dirigida a prolina que se identific6 originalmente debido a su papel en
la regulacién del metabolismo de glucégeno y que es la méds abundante en el SNC (Woodgett, 1990). Aparte de estar
implicada en la transduccién de sefiales mediada por la insulina y el IGF-1, la GSK-33 también estd involucrada
en la ruta de sefalizacién wnt/wingless como una enzima clave que regula la estabilidad de la S-catenina y, como
consecuencia, su translocacién hacia el nicleo y su actividad transcripcional (Anderton, 1999; Earth ef al., 1997).

La GSK-38 es una de las mejores enzimas candidatas para generar la tau hiperfosforilada que es caracteristica
de los FHA (Lovestone y Reynolds, 1997). La GSK-38 puede purificarse a partir de los microtibulos (Ishiguro et
al., 1988) y ha demostrado fosforilar a tau en la mayoria de los sitios hiperfosforilados en los FHA tanto en células
transfectadas (Lovestone et al., 1994) como in vivo (Hong et al., 1997; Muiioz-Montano ef al., 1997).

Ademais, la GSK-38 se acumula en el citoplasma de neuronas en estado previo a la marafia y su distribucién en
cerebros en fase de cambios neurofibrilares de la EA coincide con la secuencia del desarrollo de estos cambios (Pei et
al., 1999; Shiurba et al., 1996).

Se ha demostrado que la exposicién de cultivos neuronales primarios del hipocampo y la corteza a AS induce la
activacion de la GSK-38 (Takashima et al., 1996) la hiperfosforilacion de tau (Busciglio et al., 1995; Ferreira et al.,
1997; Takashima et al., 1998) y muerte celular (Busciglio et al., 1995; Estus et al., 1997; Forloni et al., 1993; Loo et
al., 1993; Pike et al., 1991; Takashima et al., 1993). El bloqueo de la actividad o la expresion de la GSK-38 o bien
mediante oligonucledtidos antisentido o bien mediante litio, evita la neurodegeneracion inducida por Ag de cultivos
primarios del hipocampo y de la corteza (Alvarez et al., 1999; Takashima et al., 1993).

La PS-1 ha demostrado unirse directamente a GSK-38 y tau en experimentos de inmunoprecipiptacién conjunta
de muestras de cerebro humano (Takashima et al., 1998). Por tanto, la capacidad de PS-1 para llevar a GSK-38 y
tau en proximidad cercana sugiere que la PS-1 puede regular la fosforilacion de tau mediante GSK-38. Las formas
mutantes de PS-1 en experimentos de transfeccién dan como resultado un aumento de la asociacién de PS-1/GSK-
3B y un aumento de la fosforilacién de tau (Takashima et al., 1998). Ademads, PS-1 también ha demostrado formar
un complejo con el sustrato de GSK-33, B-catenina en células transfectadas (Murayama et al., 1998) e in vivo (Yu
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et al., 1998; Zhang et al., 1998) y esta interaccién aumenta la estabilidad de la S-catenina (Zhang et al., 1998). Las
mutaciones de PS-1 patogénicas reducen la capacidad de PS-1 para estabilizar la S-catenina, que a su vez da como
resultado una disminucién de los niveles de S-catenina en pacientes con EA con mutaciones de PS-1 (Zhang et al.,
1998).

Bronnless et al., (1997) describen ratones transgénicos que expresan la GSK-34 bajo el control de promotores
MSYV o NF-L. Observan que la sobreexpresion de GSK-38 puede ser letal in vivo y que no se encuentra aumento en la
expresion de GSK-38 en sus ratones transgénicos.

Mayford et al., (1996) describen el uso del sistema del transactivador de la tetraciclina (tTA) bajo el control del
promotor de CamKIlIa para expresar el gen CamKIlIa en ratones con la administracién de doxiciclina.

Objeto de esta invencién

Existe la necesidad de modelos animales que simulen estrechamente la patologia de enfermedades neurodegene-
rativas tales como EA, que son vitales para el entendimiento de la enfermedad y la prueba de nuevas terapias.

La presente invencidn expone un enfoque de este problema de modelos animales.
Resumen de la invencion

La invencién proporciona un animal transgénico no humano, en el que la proteina GSK-38 se sobreexpresa en
el animal, en el que la expresién de la proteina GSK-38 estd bajo el control del sistema de expresion condicional
regulado por tet (tetraciclina), que tiene un transgén de tTA bajo el control del promotor de CamKIla, de tal modo
que se encuentra un aumento de los niveles de fosforilacién de tau en el hipocampo pero no en la corteza ni el cuerpo
estriado.

Realizaciones preferidas

Preferiblemente, la GSK-3p es la tinica enzima que se sobreexpresa y en efecto se prefiere mds que la GSK-38 sea
la Gnica proteina que se sobreexpresa.

Sorprendentemente, la sobreexpresion de la proteina GSK-38 sola produce una patologia en el animal transgénico
que simula estrechamente la EA. Especificamente, la sobreexpresiéon de GSK-38 da como resultado una disminucién
de los niveles de S-catenina nuclear, un aumento de la fosforilacion de la proteina tau, muerte de las células neuronales,
microgliosis y astocitosis reactivas. La patologia similar de modelo transgénico y el estado de la enfermedad natural
hacen el modelo de la presente invencién altamente valioso para andlisis de la enfermedad.

Preferiblemente, el animal utilizado en los estudios es un mamifero, tal como un ratén, rata o primate. Otros
animales adecuados para el uso en estudios transgénicos se conocen bien en la técnica.

La invencién también proporciona el uso de un animal transgénico tal como se describi6 segtin un modelo para la
enfermedad de Alzheimer.

El modelo animal de la invencién es itil en las pruebas de nuevos farmacos o terapias para tratar enfermedades
neurodegenerativas tales como la EA. Por eso, la invencion se extiende a un método de identificacién de una terapia util
en el tratamiento de la EA, que comprende administrar la terapia al animal transgénico de la invencién y monitorizar
un efecto sobre la patologia o el comportamiento.

Realizaciones detalladas de la invencion

Se emplea un sistema regulado por tet en ratones. El sistema regulado por tet se ha usado para la expresion génica
condicional en sistemas de células eucariotas y ratones (Gingrich y Roder, 1998). Usando este sistema para conducir
la expresion transgénica de una forma mutada de huntingtina, se ha generado recientemente el primer modelo animal
condicional de una enfermedad neurodegenerativa (Yamamoto et al., 2000). El sistema regulado por tet puede ser
particularmente qtil si simulan las condiciones patoldgicas ya que puede usarse para salvar la mortalidad perinatal
debido a la toxicidad del transgén, desencadenar la expresion del transgén sélo en la vida adulta, y detener la expresion
del transgén una vez hayan tenido lugar los cambios fenotipicos relevantes (Kelz et al., 1999; Yamamoto et al., 2000).

La regulacién del sistema se consigue a través del transactivador regulado por tetraciclina (tTA), una proteina
quimérica que comprende el dominio de unién al ADN represor de tet y el dominio de transactivaciéon de VP16 (Gossen
y Bujard, 1992). Est4 proteina se une especificamente a la secuencia del operador tetO e induce la transcripcién de un
promotor minimo de CMV adyacente. Por eso la combinacién de tanto la tTA como los elementos de tetO permite la
transactivacion continua de un transgén dado. La tetraciclina y sus andlogos pueden unirse a tTA. Cuando esto ocurre,
se impide la unién de tTA a tetO, y se inhibe la transcripcién.

De esta manera, se han producido ratones transgénicos condicionales que sobreexpresan GSK-33 en el cerebro
durante la edad adulta mientras se evita la mortalidad perinatal debido a la expresion del transgén embrionario. Es-
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tos ratones muestran desestabilizacién de B-catenina e hiperfosforilacién de tau en neuronas del hipocampo, dando
como resultado esto dltimo la localizacién somatodendritica de tau similar al estado previo a la marafia. Las neuro-
nas que manifiestan localizacién somatodendritica de tau muestran a menudo morfologias andmalas y separacién del
neurdpilo circundante. La microgliosis y la astrocitosis reactivas fueron indicativas del estrés y la muerte neuronal.
Este hallazgo se confirmé ademds mediante la tincién de TUNEL de células granulares de la circunvolucién dentada.
La sobreexpresion de GSK-34 en la corteza y el hipocampo conduce a una disminucion de los niveles de S-catenina
nuclear, un aumento de la fosforilacion de tau en epitopos relevantes de la EA, muerte de las células neuronales, y
microgliosis y astrocitosis reactivas. Por tanto los resultados demuestran que la sobreexpresion in vivo de GSK-34
da como resultado la neurodegeneracion y sugieren que estos ratones pueden utilizarse como un modelo animal para
estudiar la relevancia de la desregulacion de GSK-34 para la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo
La presente invencidn se ilustra adicionalmente mediante el siguiente ejemplo del trabajo experimental.
Generacion del fragmento de inyeccion

Se utilizé para la microinyeccién un fragmento Ase I de 8,0 kb (BitetO). Para generar BitetO se escindié un
fragmento Hind III de 1,5 kb correspondiente al ADNc de GSK-38 de Xenopus con un epitopo MYC N-terminal,
de un plasmido pADNc3-GSK-3 (Sanchez e al., 2000). Se subcloné este fragmento en el vector de clonaciéon pCRII
(Invitrogen) digerido con Hind III. Se probd la orientacién correcta mediante la digestion con Xho 1. Entonces se
escindié un fragmento de 1,5 kb mediante la digestion con Nsi I-Not I y se subcloné en los sitios Pst I-Not I de un
plasmido que contiene una secuencia de tetO bidireccional flanqueada por promotores minimos de citomegalovirus
(CMV) con secuencias indicadoras de lacZ (pBI-3, (Baron et al., 1995)). Por tltimo, se microinyectd el fragmento Ase
I BitetO de 8,0 kb dentro de embriones CBAxXxC57BL/6 de una unica célula. Se identificaron los ratones fundadores
mediante PCR y se confirmaron mediante andlisis de inmunotransferencia de tipo Southern. Entonces se cruzaron los
ratones fundadores con ratones CBAXxC57BL/6 de tipo natural y se realizaron andlisis de inmunotransferencia de tipo
Southern sobre la progenie FI para probar los acontecimientos de insercién multiple del fragmento de microinyeccion.
Todos los ratones indicados en el presente documento resultaron de un acontecimiento de integracién dnica (no se
muestran los datos).

Transfeccion de células COS

Se mantuvieron células COS-7 en medio esencial modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco BRL) complementado
con suero fetal bovino al 10% (v/v), glutamina 2 mM, penicilina 100 unidades ml™' y estreptomicina 100 ug ml™' y
se incubaron en un 95% de aire/5% de CO, en una incubadora humidificada a 37°C. Se transfectaron de manera
transitoria las células en una confluencia del 50-70% en placas de 35 mm de didmetro con Lipofect AMINE (Gibco
BRL)/5 ug de ADN segtin las recomendaciones del fabricante. Se recogieron las células y se analizaron 48 h después
de la transfeccion.

Animales

Se criaron ratones en la instalacién para animales del Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”. Se enjaularon
los ratones, 4 por jaula con alimentos y agua disponibles ad libitum (a voluntad) y se mantuvieron en un ambiente de
temperatura controlada en un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas con el comienzo de la luz a las 07:00 horas.

Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos anti-tau: 7.51 (Novak et al., 1991) (un amable obsequio del Dr. C. Wischik,
MRC, Cambridge, RU), PHF-1 (Greenberg et al., 1992; Otvos et al., 1994) (un amable obsequio del Dr. P. Davies,
Albert Einstein Coll., Bronx, NY, EE.UU.), 12E8 (Seubert ef al., 1995)(un amable obsequio del Dr. P. Seubert, Athe-
na, San Francisco, CA, EE.UU.), AD2 (Buee-Scherrer et al., 1996) (un amable obsequio del Dr. C. Mourton-Gilles,
Montpellier, Francia). Segtn el residuo que numera la isoforma de tau humana maés larga de 441 aminoécidos (Goedert
et al., 1989), el anticuerpo 12E8 reacciona con tau cuando la serina 262 estd fosforilada (Seubert et al., 1995). Los
anticuerpos PHF-1 y AD2 reconocen a tau cuando las serinas 396 y 404 estan fosforiladas (Buee-Scherrer et al., 1996;
Otvos et al., 1994). Otros anticuerpos monoclonales fueron: anti-GSK3-8 (Transduction Laboratories), anti-g8-cate-
nina (Transduction Laboratories), anti-3-tubulina (Sigma), anti-3-galactosidasa (Promega), anti-myc (Developmental
Studies Hybridoma Bank (Banco de hibridomas de estudios de desarrollo), lowa, EE.UU.), anti-GFAP (PharMingen,
CA, EE.UU.), OX42 (un amable obsequio de la Dra. P. Bovolenta, Instituto Cajal, Espafia), ED1 (Serotec; RU). El
anticuerpo producido frente a la proteina nuclear U’snRNP fue donada amablemente por el Dr. J. Ortin (CNB, Madrid,
Espafia).

Inmunohistoquimica

Se anestesiaron profundamente los ratones con pentotal y se perfundieron de manera transcardiaca con parafor-
maldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1 M durante 10 min. Se fijaron posteriormente los cerebros en paraformaldehido
al 4% durante dos horas a temperatura ambiente y se pusieron en sacarosa al 30% en PBS durante 48 horas a 4°C. Se
cortaron secciones sagitales (30 um) en un micrétomo de congelacién y se recogieron en PBS. Se trataron previamen-
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te las secciones de flotacidn libre con H,O, al 0,3% en PBS y se incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpos
primarios: PHF-1 (1/150), AD-2 (1/2000), anti-myc (1/20), anti- GSK-38 (1/500), anti-3-galactosidasa (1/5000), anti-
GFAP (1/250), 0OX42 (1/1000) en PBS que contenia Triton X-100 al 0,2%, suero normal de cabra al 10% (GmCO) y
BSA al 1% (Boehringer-Mannheim). Después de tres lavados con PBS, se llevaron las secciones a través de protoco-
los de inmunohistoquimica con avidina-biotina habituales utilizando un kit Elite Vectastain (Vector Laboratories). Se
realiz6 la reaccién de cromégeno con diaminobencidina (Sigma) y H,O, al 0,003% durante diez minutos. Se monta-
ron las secciones sobre portaobjetos recubiertos con cromalum y se taparon con cubreobjetos con Aqua-PolyMount
(Polysciences). La omisién del anticuerpo primario dio como resultado la ausencia de marcaje.

Tincion de lacZ

La tincién de lacZ se realizé tal como sigue. Se fijaron posteriormente las secciones frescas congeladas durante
10 minutos en paraformaldehido al 4% en tampén de Soren. Los portaobjetos se incubaron entonces durante 1 hora
a 30°C en la disolucién de tincién de lacZ (X-gal (4-cloro-5-bromo-3-indolil-3-galactosidasa, Boehringer-Manheim)
1 mg/ml, ferrocianuro de potasio 5 mM, ferricianuro de potasio S mM y MgCl, 2 mM en PBS). Tras la tincidn, se
aclararon las secciones y se montaron secas.

Ensayo de tiinel

Se detectd fragmentacion de ADN caracteristica de la apoptosis mediante el método TUNEL en cerebros fijados
posteriormente en paraformaldehido. Se realiz6 la tincion de TUNEL de las secciones de vibratomo siguiendo las
instrucciones del fabricante (In situ Cell Death Detection (deteccion de la muerte celular in situ), POD; Boehringer-
Mannheim). Se utiliz6 el tratamiento con la ADNasa I como un control positivo.

Fraccionamiento subcelular

Se lavaron tejidos con solucién salina tamponada de fosfato enfriada con hielo y se homogeneizaron en un tamp6n
hipoténico (sacarosa 0,25 M, HEPES 20 mM, pH 7.4, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 10 pg/ml, leupeptina
10 pg/ml y pepstatina 10 ug/ml) para preparar extractos citosélicos y de membrana. Se clarificé el homogeneizado
(la fraccién celular total) mediante centrifugacién a 850 X g durante 15 min. a 4°C; el sobrenadante resultante se
centrifugd entonces a 100.000 X g durante 1 h a 4°C para aislar la fraccién de membrana como un sedimento y la
fraccidn citoplasmdtica como el sobrenadante.

Se sedimentaron los nucleos cerebrales a través de un amortiguador de sacarosa 2 M. Se homogeneizaron las
areas cerebrales de tres animales en sacarosa 0,32 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, MgCl, 3 mM, DTT 1 mM, Triton
X-100 al 0,1%, aprotinina 10 pug/ml, leupeptina 10 ug/ml y pepstatina 10 pg/ml utilizando un homogeneizador Potter
provisto de una mano de mortero de teflon de ajuste holgado. Se filtré el homogeneizado a través de una estopilla y se
centrifugé durante 10 min. a 1000 X g. Se resuspendié el sedimento en 3 ml de medio de homogeneizacién sin Triton
y complementado con sacarosa 1,9 M. Se dispuso en capas estd preparacién sobre un amortiguador de sacarosa 2 M
(10 ml) y se centrifugé a 12.000 X g en un rotor HB4 (Sorvall). Se resuspendi6 el sedimento en 0,5 ml de sacarosa 0,32
M. Se evalud la pureza de los nicleos cerebrales mediante microscopia Optica tras la tincidn de cristal violeta. Ademas
se utiliz6 U2snRNP, una proteina nuclear conocida, como un marcador nuclear en anélisis de inmunotransferencia de
tipo Western.

Andlisis de inmunotransferencia de tipo Western

Se diseccionaron rdpidamente los cerebros sobre una placa enfriada con hielo. Se prepararon extractos para el and-
lisis de inmunotransferencia de tipo Western homogeneizando las dreas cerebrales en tampén de extraccién enfriado
con hielo que consistia en HEPES 20 mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, NaP 20 mM, Triton X-100 al 1%, ortovanadato
de sodio 1 mM, EDTA 5 mM, e inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 10 ug/ml y
pepstatina 10 pg/ml). Se homogeneizaron las muestras y se centrifugaron a 15.000 g durante 20 min. a 4°C. Se recogi6
el sobrenadante resultante, y se determind el contenido en proteina mediante Bradford. Se sometieron a electroforesis
treinta microgramos de proteina total sobre gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al 10% y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (Schleicher y Schuell). Se realizaron los experimentos utilizando los siguientes anti-
cuerpos monoclonales primarios: anti-GSK34 (1/2000), PHF-1 (1/200), AD2 (1/2000), 12E8 (1/200), 7.51 (1/100),
anti-MYC (1/100), anti-B-tubulina (1/5000), anti--galactosidasa (1/5000). Se incubaron los filtros con el anticuerpo a
4°C durante la noche en un 5% de leche desnatada en polvo. Se utilizaron un anticuerpo de cabra anti-ratén secundario
(1/5000; Gmco) y reactivos de deteccion ECL (Amersham) para la inmunodeteccion. Se realiz6 la cuantificacion de
la inmunorreactividad mediante barrido densitométrico. Se realizaron andlisis estadisticos utilizando la prueba de t de
Student.

Procesamiento de tejidos para microscopia electronica

Para la microscopia electrénica se utilizaron secciones de vibratomo. Una vez se inmunotifieron, se fijaron pos-
teriormente las secciones en OsO, al 2% durante 1 h, se deshidrataron, se incluyeron en Araldite y se montaron en
plano en portaobjetos recubiertos con Formvar, utilizando cubreobjetos de plastico. Tras la polimerizacion, se foto-
grafiaron las dreas seleccionadas, se recortaron, se volvieron a incluir en Araldite y se volvieron a seccionar en 1 ym.
Se volvieron a fotografiar estas secciones semifinas y se volvieron a seccionar en secciones ultrafinas. Se observaron
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las secciones ultrafinas en un microscopio electrénico Jeol, sin tinciéon con metales pesados para evitar precipitados de
artefactos.

Figuras

Figura 1. Disefio de ratén. A, representacién esquemdtica del constructo BitetO. Este consiste en siete copias de
la secuencia del operador tet palindromica flanqueada por dos secuencias del promotor de CMV en orientaciones
divergentes. Este promotor bidireccional va seguido de una secuencia de ADNc de GSK-38 (que codifica para un
epitopo de MYC en su extremo 5°) en una direccién y una secuencia de S-galactosidasa (LacZ) que incluye una
sefial de localizacién nuclear (SLN) en la otra. B, las células COS se cotransfectaron con el plasmido que contiene
el constructo BitetO y un vector de expresion que codifica para la tau humana (carriles 1 a 6), se afiadié un tercer
plasmido que permite la expresion de tTA (carriles 3 a 6) o bien en ausencia (carriles 3 y 4) o en presencia (carriles
5y 6) de tetraciclina 1 pug/ml en el medio de cultivo. Se trataron con sonda los extractos de proteinas con anticuerpos
frente a GSK-38, tau fosforilada similar a EA (PHF-1), tau total (7.51) y B-galactosidasa (5-Gal). C, se generaron
ratones Tet/GSK-38 mediante cruzamiento de ratones que expresan tTA bajo control del promotor de CarnKlIIa (tTA)
con ratones que han incorporado el constructo BidetO en sus genomas (TetO). Se espera que la progenie transgénica
doble (Tet/GSK-33) exprese GSK-38 de manera constitutiva en el cerebro a menos que se administren por via oral
tetraciclina o andlogos que eviten por tanto la transactivacién por tTA.

Figura 2. Patrén de expresion del transgén en ratones Tet/GSK-34. A-B, tincién con X-gal de secciones sagitales
de cerebro de ratones PO Tet/GSK-38 que o bien no tuvieron tratamiento previo con el fdrmaco (A) o nacieron
después de administrar doxiciclina a la madre durante cinco dias inmediatamente antes del nacimiento (B). C-E, la
inmunohistoquimica de $3-galactosidasa en secciones sagitales de cerebro de ratones Tet/GSK-34 adultos (3 meses)
revela la expresion en capas neuronales diferentes de la corteza (C), el hipocampo (D), y en el cuerpo estriado (E).
H, hipocampo; Cx, corteza; St, cuerpo estriado; 11-VI, capas de corteza; cc, cuerpo calloso; DG, circunvolucién
dentada, Hil; hilio; GP, globus pallidus. La barra de escala en B corresponde a I mm en A-B. La barra de escalaen E
corresponde a 200 ym en C-E.

Figura 3. Sobreexpresion de GSK-38 en la corteza e hipocampo de ratones Tet/GSK-38. A, inmunotransferencia
tipo Western de extractos de proteinas de la corteza (carriles 1y 2), cerebelo (carriles 3 y 4), e hipocampo (carriles 5 y
6) de ratones de tipo natural (carriles 1, 3 'y 5) o Tet/GSK-3 (carriles 2, 4 y 6). B, histograma que muestra el aumento
en porcentaje de los niveles de GSK-3/ en ratones Tet/GSK-38. C-E, inmunohistoquimica en secciones de corteza de
ratones de tipo natural (C) o Tet/GSK-38 (D y E); realizada con anticuerpos frente a GSK-35 (Cy D) o MYC (E). F-
H, inmunohistoquimica en secciones de hipocampo de ratones de tipo natural (F) o Tet/GSK-34 (G y H); realizada
con un anticuerpo frente a GSK-38 (Fy G) o MYC (H). I-K, se muestra en F-H un aumento de gran potencia de las
circunvoluciones dentadas. La barra de escala corresponde a 100 ym en C-E, 200 um en F-H, 60 ym en I-1, y 40 um
en K.

Figura 4. Efecto de la sobreexpresion de GSK-38 sobre los niveles de S-catenina y la fosforilacién de tau. A,
inmunotransferencia de tipo Western de preparaciones celulares totales, de membrana, citosélicas y nucleares de la
corteza (Cx) e hipocampo (Hipp) de ratones tipo natural (Wt) o Tet/GSK-34 tratados con sonda con anticuerpo anti-
[B-catenina. B, inmunotransferencia de tipo Western de extractos de proteinas de la corteza (Cx), del cerebelo (Cb),
e hipocampo (Hipp) de ratones de tipo natural (Wt) o Tet/GSK-38 tratados con sonda con anticuerpos PHF-1 y -
tubulina. C, inmunotransferencia de tipo Western de extractos del hipocampo de ratones de tipo natural (Wt), tTA,
TetO, o Tet/GSK-38 tratados con sonda con los anticuerpos indicados.

Figura 5. Localizacién somatodendritica de tau en ratones Tet/GSK-33. A-D, inmunohistoquimica con PHF-1 en la
circunvolucién dentada de ratones de tipo natural (A y B) o Tet/GSK-34 (C y D). E-F, inmunohistoquimica realizada
con anticuerpo 7.51 en la circunvolucién dentada de ratones de tipo natural (E) o Tet/GSK-34 (F). La flecha en B
indica las fibras musgosas débilmente tefiidas. El recuadro en C muestra el aumento superior de una célula granular
inmunotefiida con PHF-1. La barra de escala corresponde a 200 um en A-D, y 60 um en E-F.

Figura 6. Estudio de microscopia electrénica de neuronas positivas a PHF-1. A, micrografia electrénica de dos
neuronas de la circunvolucién dentada del hipocampo del ratén Tet/GSK-34. N1: nticleo de una neurona inmunoposi-
tiva a PHF-1 que muestra la mayoria de su perimetro separado del neurdpilo circundante (puntas de flecha), ademas
de la inmunotincién citoplasmadtica difusa. N2: ndcleo de una neurona inmunonegativa a PHF-1. B, otra neurona in-
munopositiva a PHF-1 de la circunvolucién dentada del mismo ratén que 4A que muestra el producto de reaccién con
PHF-1 en pequeias extensiones y asociada con el reticulo endoplasmaético rugoso. N: niicleo no marcado. C, aumento
alto de la porcién enmarcada en la figura 4B, que muestra las pequefias extensiones del producto de reaccién (flechas)
y el marcaje del reticulo endoplasmadtico rugoso. No se realiz6 ninguna tincién con metales pesados.

La barra de calibracién corresponde a 0,5 um en todos los paneles.

Figura 7. Muerte neuronal y gliosis reactiva en ratones Tet/GSK-38. A-B, tincién de TUNEL de la circunvolucién
dentada de ratones de tipo natural o Tet/GSK-38. Las flechas indican los nucleos positivos a TUNEL. C-D, inmuno-
histoquimica con GFAP en la circunvolucién dentada de ratones de tipo natural (C) o Tet/GSK-38 (D). E, micrografia
electrénica de la circunvolucién dentada del hipocampo de ratén Tet/GSK-38 que muestra un proceso astrocitico hiper-
tréfico que rodea una neurona inmunotefiida con PHF-1. N: nidcleo. Asterisco: inmunotincién citoplasmatica difusa.
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Estrella negra: proceso astrocitico hipertréfico. Recuadro: aumento alto del proceso astrocitico que muestra haces
caracterfsticos de filamentos intermedios gliales. F, inmunotincién con OX-42 de la circunvolucién dentada de un ra-
ton Tet/GSK-3p. Las flechas indican procesos microgliales inmunorreactivos finos. Las puntas de flecha indican los
cuerpos celulares reactivos inmunotefiidos. SM, estrato molecular; SG, estrato granular; H, hilio. Las barras de escala
corresponden a 50 um en A-B, 60 yum en C-D, 0,5 umen Ey 30 yumen F.

Constructo del raton

Se gener6 un plasmido (BitetO) llevando el promotor sensible a tet bidireccional (Baron et al., 1995) seguido de
tanto un ADNc de GSK-38 (que codifica para un epitopo de MYC en su extremo 5°) en una direccién y, como de un
ADNCc que codifica para una 5-galactosidasa (3-gal), en la otra direccidn, fusionado a una sefial de localizacién nuclear
(figura 1A). Este pldsmido se someti a ensayo en experimentos de transfeccién realizados en células COS (figura 1B).
Este plasmido pos sf mismo o cotransfectado con un vector de expresion que codifica para tau (figura 1B, carriles 1 y
2) no tiene efecto sobre los niveles de GSK-3p tal como se evidencié mediante la inmunotransferencia de tipo Western
con un anticuerpo frente a GSK-38. Cuando se cotransfecté con un pldsmido que permite la expresion de tTA (figura
1B, carriles 3 y 4) fue evidente un aumento marcado en los niveles de GSK-3p. Esto dio como resultado un aumento de
la fosforilacion de tau tal como se evidencidé mediante la inmunotransferencia de tipo Western con el anticuerpo PHF-
1 que reconoce un epitopo de fosforilacién de tau de FHA. Cuando estuvo presente la tetraciclina (figura 1B, carriles
5y 6), se suprimi0 la transactivacion de GSK-34. Por tanto estos experimentos demuestran la expresién condicional
de GSK-3p a partir del constructo BitetO (figura 1A).

Entonces el constructo BitetO se microinyect6 dentro de ovocitos y se designaron genéricamente las cinco lineas
de rat6n transgénico resultantes como TetO (figura 1C). En las lineas de ratén tTA, el transgén tTA estd bajo control
del promotor de la calciocalmodulina cinasa Ila (lineas de CamKIIa-tTA E y B) (Mayford et al., 1996). Estas lineas de
tTA se eligieron para permitir la expresién condicional restringida en el SNC, con expresion particularmente alta en el
prosencéfalo (Mayford et al., 1996; Yamamoto et al., 2000). Cuando se cruzan los ratones TetO con los ratones tTA,
se espera que la progenie transgénica doble resultante (designada como Tet/GSK-38) exprese de manera constitutiva
ambos transgenes (figura 1C). Sin embargo esta expresion puede suprimirse en presencia de tetraciclina o sus andlogos.

La experiencia previa en generar ratones transgénicos condicionales con el sistema regulado por tet indica que
el sitio de insercién genémico y/o el nimero de copias del constructo tetO influye en el patrén final y el nivel de
la transactivacion mediante tTA. La secuencia indicadora de 8-Gal en el constructo BitetO permite andlisis rapidos
del patrén de la expresion del transgén en los ratones transgénicos dobles o bien mediante tinciéon con X-Gal o bien
mediante inmunohistoquimica frente a 5-Gal, y ademads, permite probar la eficacia del silenciamiento del transgén
mediante tetraciclina. Se aprovechd esto para decidir qué lineas de ratén TetO eran mds adecuadas para el estudio.

Caracterizacion de las diferentes lineas de raton tet/gsk-303

Cuando se reprodujeron las cinco lineas de TetO con las lineas de tTA, tres de ellas mostraron expresion de
B-Gal solamente en el cuerpo estriado (no se muestran los datos). Las dos lineas de TetO restantes (lineas G6 y
G7) fueron adecuadas especialmente para el estudio ya que mostraron niveles altos de expresion del transgén en
regiones del cerebro relevantes para la EA tales como la corteza o el hipocampo y por tanto se enfocé el resto del
estudio sobre las lineas G6 y G7. Estas dos lineas transactivan 8-Gal en un patrén espacial muy similar a aquel de
CamKllIca endégeno, con expresion evidente en la corteza, hipocampo, cuerpo estriado y nicleo amigdalino (figura
2). La inmunohistoquimica en secciones del cerebro de ratones Tet/GSK-343 adultos muestra la expresién de §-Gal
en las distintas capas neuronales de la corteza, los diferentes campos del hipocampo (incluyendo subiculo, CAl,
CA2, CA3 y circunvolucién dentada) y en el cuerpo estriado 1.1 (figura 2C-E). No se detecté expresién de S-Gal
en otras regiones del cerebro tales como globus pallidus, tdlamo, tronco encefédlico y cerebelo (figura 2A, 2E, 3A'y
no mostradas). Se obtuvo un nivel y un patrén similares de la expresién transgénica cuando se combiné cada linea
de CamKIla-tTA (E o B) con una linea de TetO (G6 o G7). Se ha utilizado en este estudio cada combinacién de
manera intercambiable y por tanto en lo sucesivo se utilizard el término tTA y TetO para ratones transgénicos tinicos,
y Tet/GSK-38 para animales transgénicos dobles.

Los ratones Tet/GSK-38 fueron viables y fértiles y parecieron normales sin intervenciéon farmacoldgica para supri-
mir la expresion del transgén. Esto parecié contradecir la toxicidad postulada previamente del aumento de la expresién
de GSK-38 en el cerebro (Brownlees et al., 1997). Sin embargo, los cruzamientos heterocigdticos entre ratones tTA
y TetO no dieron la frecuencia esperada del 25% para cada genotipo (de tipo natural, tTA, TetO y Tet/GSK-38). Los
ratones Tet/GSK-38 estaban subrepresentados (el 14%, n = 401). Esto podria ser indicativo de mortalidad debido a la
sobreexpresién embrionaria de GSK-34 en ratones Tet/GSK-3p.

Se habia observado previamente la expresion del transgén y mortalidad perinatal en el modelo animal conducido
por CamKIIa-tTA para la enfermedad de Huntington (HD94) (Yamamoto et al., 2000). En el caso de los ratones HD94,
si se administra el andlogo de la tetraciclina, doxiciclina (2 mg/ml) a ratones hembras embarazadas en el agua de bebida
ad libitum (a voluntad) desde E15 hasta el nacimiento, solamente tiene lugar la expresion transgénica posnatal y la
frecuencia de los cuatro genotipos esperados se reestableci6 al 25%. Por tanto se decidi6 aplicar el mismo programa de
tratamiento perinatal de doxiciclina a los ratones Tet/GSK-38. Se encontr6 que los ratones PO no tratados mostraron
tincién con X-gal en el prosencéfalo mientras que la tincién estuvo ausente en los ratones tratados (figura 2A y 2B).
Esto demuestra que la expresion del transgén en los ratones Tet/GSK-38 comienza durante la vida embrionaria y que
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puede inhibirse con doxiciclina. Tal como se esperaba, el tratamiento prenatal de doxiciclina normalizé la frecuencia
de los ratones Tet/GSK-34 al 25% y por tanto para maximizar el rendimiento de ratones transgénicos dobles en las
crias, se empleo de manera rutinaria el tratamiento perinatal de doxiciclina.

Los ratones Tet/GSK-38 sobreexpresan GSK-38 en la corteza y el hipocampo. Entonces se confirmé mediante un
andlisis de inmunotransferencia de tipo Western que las regiones del cerebro que muestran expresion de 5-Gal también
presentan un aumento de los niveles de GSK-38. Tratando con sonda extractos de proteinas con un anticuerpo anti-
MYC se demostrd que el mayor nivel de expresion de GSK-3 transgénica tiene lugar en el hipocampo, seguido por la
corteza (figura 3A) mientras que podia detectarse poca expresion en el cuerpo estriado (no mostrado). Por consiguiente,
se observo tratando con sonda extractos de ratones de tres meses con un anticuerpo producido frente a GSK-38 (figura
3A y B) un aumento significativo (p < 0,02) del 40 +/- 12,4% en los niveles de GSK-3p en el hipocampo de ratones
Tet/GSK-3 con respecto a los ratones de tipo natural. Extractos de la corteza también mostraron un aumento (17 +/-
5%) de los niveles de GSK-38 en ratones Tet/GSK-38. No se encontraron diferencias en los niveles de GSK-38 en
el cuerpo estriado (no mostrado) o en las regiones del prosencéfalo tales como el cerebelo (figura 3B). Entonces se
monitorizé el aumento en GSK-34 que tiene lugar en el hipocampo y la corteza de ratones Tet/GSK-38, en edades que
oscilan desde 1 hasta 12 meses. El nivel de sobreexpresion fue similar en todas las edades probadas (no mostrado) y se
realizaron el resto de los experimentos en el presente estudio sobre ratones adultos en edades de entre 2,5 y 6 meses.

Para llegar a comprender bien que poblaciones celulares estdn sobreexpresando GSK-3p, se realiz6 inmunohisto-
quimica con los dos anticuerpos anti-MYC y anti-GSK-3p. En la corteza, se encontré un aumento de la inmunorreac-
tividad (IR) para GSK-38 en neuronas piramidales de la corteza de las capas Il y III (figura 3C-E) y en neuronas de la
ldamina VI adyacentes al cuerpo calloso (no mostrado).

En el hipocampo, fue evidente la sobreexpresion de GSK-38 en todas las regiones (subiculo, CA1l, CA2, CA3
y circunvolucién dentada) mostrando la circunvolucién dentada y CA2 el aumento mds frecuente (figura 3F-H). La
circunvolucién dentada de los ratones de tipo natural mostré IR muy débil para GSK-34 (figura 3F y 3I) mientras que
cada neurona en la circunvolucién dentada de ratones Tet/GSK-3 sobreexpresaron GSK-38 (figura 3G y 3I). Algunas
de estas neuronas mostraron una tincién sorprendentemente alta con ambos anticuerpos anti-GSK-38 y anti-MYC
(figura 3I-K) y a menudo mostraron morfologias andmalas tales como cuerpos celulares contraidos (no se muestran).
En neuronas piramidales de CA2, se vio una tincién prominente tanto en los cuerpos celulares como en las dendritas
en ratones Tet/GSK-38 (figura 3G-H).

A continuacién se analizé mediante inmunotransferencia de tipo Western, el efecto de la sobreexpresion de GSK-
3 sobre sus sustratos relacionados con la EA, S-catenina y tau. §-catenina es un componente de las uniones adherentes
célula-célula pero también se asocia a factores de transcripcion con caja HMG de la familia de Tcf/LEF y promueve la
transcripcion de genes diana. GSK-38 es la enzima clave que regula la estabilizacion de S-catenina y la translocacién
nuclear subsiguiente (Anderton, 1999; Barth et al., 1997).

En primer lugar se analizaron los niveles de S-catenina en extractos del hipocampo y de la corteza total (figura
4A). No se encontraron diferencias entre los ratones de tipo natural y los Tet/GSK-33. Entonces se analizaron los
niveles de S-catenina en compartimentos celulares diferentes. Tal como puede verse en la figura 4A, no se observaron
cambios en los niveles de S-catenina en extractos de membrana o citosélicos de o bien la corteza o bien el hipocampo.
Cuando se analizaron los extractos nucleares, no se observaron diferencias significativas en los niveles de S-catenina
en la corteza. Sin embargo, se observé en el hipocampo una reduccién significativa (p< 0,05, n = 6) del 35 +/- 8% en
los niveles de B-catenina nuclear de los ratones Tet/GSK-38 en comparacién con los compafieros de camada de tipo
natural. También fue evidente esta disminucién de la S-catenina nuclear mediante la microscopia inmunoelectrénica
en la circunvolucién dentada de ratones Tet/GSK-38 (no mostrado).

A continuacion, se realizaron las inmunotransferencias de tipo Western con anticuerpos de tau en aquellas regiones
del cerebro que presentan expresiéon de MYC (corteza, cuerpo estriado e hipocampo) asi como en el cerebelo. Sola-
mente el hipocampo mostré aumento de los niveles de fosforilacion de tau tal como se detecté mediante el anticuerpo
PHF-1 (figura 4B y no mostradas). Se reprodujo el aumento de la fosforilacién de tau similar a EA detectado con
el anticuerpo PHF-1, utilizando el anticuerpo AD2 producido frente el mismos fosfoepitopo de tau (figura 4C). El
aumento de la IR de AD2 y PHF-1 en ratones Tet/GSK-38 no es debido a niveles alterados de la tau total ya que no
se observé aumento con anticuerpo de tau independiente de la fosforilacién 7.51 que reconoce todas las isoformas de
tau. Ademads, la fosforilacion en la serina 262 que no es adyacente a un residuo de prolina y que se ha demostrado que
es independiente de GSK-38 in vivo (Mufioz-Montano et al., 1997) no estd afectada en ratones Tet/GSK-38 tal como
se detecté mediante el anticuerpo 12ES (figura 4C).

Se compard la fosforilacion y la expresion de proteina transgénica en los cuatro genotipos posibles (de tipo natural,
tTA, TetO, y Tet/GSK-3p) (figura 4C). Solamente los ratones Tet/GSK-33 mostraron expresién de -Gal y aumento
de niveles de GSK-34, y tau de AD2 y PHF-1, que demuestran por tanto que la expresién transgénica y los efectos
subsiguientes en ratones Tet/GSK-3/ se debieron a la transactivacion mediante tTA del constructo BitetO y no debido
a la pérdida de este tltimo en los ratones TetO.
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Localizacion somatodendritica de tau hiperfosforilada similar a EA

Se analiz6 mediante inmunihistoquimica qué poblaciones neuronales del hipocampo muestran el aumento en IR de
PHF-1 observada mediante inmunotransferencia de tipo Western. El aumento de la inmunotincién con PHF-1 fue més
evidente en la circunvolucion dentada (figura 5). En ratones de tipo natural, las células granulares de la circunvolucién
dentada muestran IR de PHF-1 no detectable (figura SA), aunque podria detectarse cierta tincidn en las fibras musgosas
que se proyectan hacia CA3 (figura 5B). Los ratones Tet/GSK-38 muestran un aumento marcado en la tincion de fibras
musgosas (figura 5D) y, de manera interesante, la mayoria de las células granulares muestran inmunotincién con PHF-
1 somatodendritica fuerte, pareciéndose por tanto al estado previo a la marafia de la degeneracién neurofibrilar de EA
(figura 5C).

La fosforilacién de tau por GSK-38 disminuye la afinidad de tau por los microtibulos in vitro y en células transfec-
tadas (Lovestone et al., 1996). Esto puede explicar en parte el hallazgo de la tincién somatodendritica con el anticuerpo
PHF-1. Para probar esto, se realiz6 la inmunohistoquimica con 7.51, un anticuerpo producido frente al dominio de tau
de unién a tubulina y que por tanto reconoce tau solamente cuando no estd unida a microtibulos. De manera intere-
sante, el anticuerpo 7.51 tifi6 somas de Tet/GSK-38 pero no células granulares de la circunvolucién dentada del tipo
natural (figura SF). La morfologia de las células tefiidas con 7.51 fue muy similar a la que se observa con el anticuerpo
PHF-1 (véase el recuadro en la figura 5C).

También la inmunotinciéon somatodendritica fuerte de tau hiperfosforilada puede ser indicativa de formas de tau
agregadas aberrantes tales como los FHA. La tincién con tioflavina-S en cerebros con la EA revela tanto marafias
neurofibrilares como placas amiloides. Por tanto se realizé la tincidn con tioflavina-S en secciones de cerebro de
ratones Tet/GSK-38. No se detecté fluorescencia con tioflavina-S ni en las células granulares de la circunvolucién
dentada ni en cualquier otra region del cerebro, lo que indica la ausencia de haces de FHA y de agregados de proteina
de lamina . La ausencia de fluorescencia con tioflavina-S puede ser atin compatible con la existencia de unos pocos
FHA cortos, representando por tanto etapas iniciales de degeneracion neurofibrilar.

Entonces, para analizar esta posibilidad, se estudiaron las células granulares de Tet/GSK-38 mediante microsco-
pia electrénica ya que muestran inmunomarcaje somatodendritico fuerte para PHF-1. Estuvo presente un producto
de reaccién difuso en el pericarion de estas neuronas (figura 6A-C), aunque en algunos casos también se observaron
pequeilas extensiones de productos de reaccién oscuro (figura 6C). Sin embargo, no se observaron FHA ni en las
pequeiias extensiones de producto de reaccidén oscuro ni en otra parte del citoplasma de inmunomarcaje difuso. De
manera interesante, el material inmunomarcado se vio a menudo a lo largo de la cara citoplasmatica de las cisternas
del reticulo endoplasmdtico rugoso (RER), y las pequefias extensiones teflidas oscuras mencionadas anteriormente
estuvieron en algunas ocasiones en proximidad cercana a estas cisternas del RER marcado (figura 6C). De manera in-
teresante, las neuronas de Tet/GSK-38 con marcaje citoplasmatico con PHF-1 difuso aparecieron muy frecuentemente
separadas del neurdpilo circundante, mostrando un espacio extracelular ensanchado a lo largo de la mayor parte de su
periferia (figura 6A) mientras que las neuronas no marcadas no mostraron ninguna separaciéon. Tampoco se observo
ninguna separacién de neuronas de células granulares de ratones de tipo natural.

Muerte de células neuronales y gliosis reactiva en el hipocampo de ratones tet/gsk-33

Estudios previos han demostrado que GSK-38 se inhibe mediante la ruta de supervivencia de la PI 3-cinasa/PKB,
que evita la apoptosis (Cross et al., 1995; Cross et al., 1994; Hurel et al., 1996; Saito et al., 1994). Esto, junto
con la observacion de que la desestabilizacién de la S-catenina mediante mutaciones en PS-1 potencia la apoptosis
neuronal (Zhang et al., 1998), da lugar a explorar si la apoptosis estaba teniendo lugar en ratones Tet/GSK-38 como
consecuencia de la sobreexpresion de GSK-38.

Las diferentes poblaciones neuronales de ratones Tet/GSK-38 mostraron marcaje de TUNEL que estuvo ausente en
ratones de tipo natural. Esto se observo principalmente en las células granulares de la circunvolucion dentada (hasta 5
células granulares marcadas por seccion de 30 um de la circunvolucién dentada de Tet/GSK-3p frente a sin marcaje en
la circunvolucién dentada de tipo natural, figura 4A y B). También se observaron algunas células positivas a TUNEL
adyacentes al cuerpo calloso en la ldmina VI de la corteza de ratones Tet/GSK-38 (no mostrado).

A continuacién se probo6 si las alteraciones neuronales y/o la muerte desencadenada por la sobreexpresion de GSK-
38 en ratones Tet/GSK-38 estuvo acompainada por alteraciones gliales tales como la microgliosis o la astrocitosis
reactiva. La inmunohistoquimica realizada con un anticuerpo producido frente a proteina 4cida fibrilar glial (GFAP)
reveld astrocitosis reactiva en diferentes regiones del cerebro. Coincidiendo con el marcaje de TUNEL, la tincién con
GFAP fue la mas frecuente en la circunvolucidn dentada y en las capas profundas de la corteza (figura 7C y D, y no
mostradas). Estudios de microscopia electrénica confirmaron la presencia de procesos astrociticos altamente activados,
llenos de filamentos intermedios gliales, en la circunvolucién dentada de los ratones Tet/GSK-3p. Estos se encontraron
a menudo rodeando a neuronas de IR de PHF-1 (figura 7E).

Para probar si la microgliosis estaba teniendo lugar en el hipocampo de ratones Tet/GSK-34 se realiz6 la inmu-
nohistoquimica con anticuerpos OX42, LN-3, y EDI1. Se obtuvieron resultados similares con cada uno de los tres
anticuerpos (la figura 7F muestra la inmunohistoquimica con OX-42). Cuando se compar6 con las secciones del hi-
pocampo de tipo natural, se encontrd un aumento en los procesos microgliales finos en el estrato granular de ratones
Tet/GSK-38.
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Ademads se encontraron cuerpos de células inmunotefiidos que corresponden a la microglia reactiva solamente en
ratones Tet/GSK-38, principalmente en el estrato molecular del hipocampo (puntas de flecha en 7F).

Discusion

Mediante la utilizacién de un enfoque transgénico condicional se muestra en el presente documento que la so-
breexpresion in vivo de GSK-38 da como resultado neurodegeneracion. Los ratones transgénicos condicionales que
sobreexpresan GSK-33, también simulan diferentes aspectos bioquimicos y celulares de la EA tales como la deses-
tabilizacion de la B-catenina y la localizacién somatodendritica de tipo previa a la marafia de la tau hiperfosforilada.
Por tanto, los resultados apoyan la hipétesis que la desregulacién de GSK-38 podria ser un acontecimiento critico en
la patogenia de la EA y plantea la posibilidad de que estos ratones puedan servir como un modelo animal titil para
estudiar algunos aspectos de esta patologia.

GSK-38 estd activa durante el desarrollo animal como un componente de la ruta de sefializacién Wnt y desempefia
un importante papel en las decisiones de destino celular y la formacién de patrones. (Bourouis et al., 1990; Rue et
al., 1993; Siegfried et al., 1992; Siegfried et al., 1994). Por consiguiente, se ha sugerido la capacidad del litio para
inhibir GSK-3p para explicar sus efectos teratogénicos (Klein y Melton, 1996; Stambolic et al., 1996). Aparte de sus
papeles bien establecidos en el desarrollo temprano, la sefializacion Wnt y GSK-38 han mostrado participar en la
sinaptogénesis de células granulares del cerebelo posnatal (Hall et al., 2000; Lucas y Salinas, 1997). La toxicidad de
la sobreexpresion de GSK-38 durante el desarrollo embrionario y posnatal del SNC puede explicar por qué Brown-
lees y colaboradores no fueron capaces de generar ratones transgénicos con sobreexpresiéon de GSK-33 detectable
incluso con promotores especificos neuronales. Eso dio lugar a que estos autores sugirieran el uso de sistemas de
expresion inducibles fuertemente controlados (Brownlees et al., 1997). En este caso, también se encuentra que una
fraccién de ratones transgénicos dobles mueren de manera perinatal y que esto puede salvarse mediante el silencia-
miento de la expresion del transgén durante la vida embrionaria. Sin embargo, algunos ratones pueden sobrevivir sin
intervencion farmacoldgica. Hay al menos dos razones de por qué puede ocurrir esto. En primer lugar, el promotor
que se usa (CamKlla) tiene un patrén de expresiéon mas limitado que el empleado por Brownlees y colaboradores
(NF-L). En segundo lugar, en el sistema binario el transgén es por si mismo silencioso. Esto evita la mortalidad de los
fundadores debido a la toxicidad del transgén. La reproduccion posterior con ratones tTA permita seleccionar aque-
llos descendientes transgénicos dobles con antecedentes agenéticos permisivos para la sobreexpresion embrionaria del
transgén.

La acumulacién somatodendritica de tau hiperfosforilada es un acontecimiento temprano en la evolucién de la
degeneracion neurofibrilar de la EA (Braak et al., 1994). La inmunotincién de tau de tipo previa a la marafa se
encuentra en ratones transgénicos que sobreexpresan isoformas de tau diferentes (Brion et al., 1999; Gotz et al.,
1995; Ishihara et al., 1999; Spittaels et al., 1999). La localizacién somatodendritica de tau en estos ratones podria
deberse a la saturacion de la capacidad de unién a tau de los microtibulos. Entonces el exceso de tau es susceptible de
acumularse en el soma y experimentar modificaciones ulteriores tales como fosforilacién y cambios conformacionales.
En ratones Tet/GSK-3p, la hiperfosforilacién y la localizacién somatodendritica de tau tienen lugar sin afectar al nivel
total de tau, por tanto en similitud cercana a la situacién encontrada en la EA y otras taupatias. Segin el aumento en
la inmunotincién con 7.51 encontrado en los ratones Tet/GSK-38 y los estudios in vitro previos (Novak et al., 1991),
el aumento de la fosforilacién de tau en los ratones Tet/GSK-38 conduce de la manera mas probable a un descenso de
la afinidad de tau por los microtibulos y la acumulacién posterior de la proteina en el soma.

Se encuentra que la tau somatodendritica en ratones Tet/GSK-38 se asocia a menudo con el reticulo endoplasméti-
co. Se encontraron resultados similares en ratones transgénicos que sobreexpresan la isoforma de tau mas corta (Brion
et al., 1999) y en ovejas de edad avanzada (Nelson et al., 1993). En todos estos casos, se realizé la inmunodeteccién
con anticuerpos que reconocen epitopos de fosforilacién o conformacién que se encuentran en tau de FHA. De mane-
ra interesante, los FHA en cerebros con la EA se encuentran a menudo surgiendo del reticulo endoplasmético y otras
estructuras de membrana (Gray et al., 1987; Metuzals et al., 1988; Papasozomenos, 1989). Por tanto es posible que en
modelos animales, la asociacién de tau con el reticulo endoplasmatico represente una fase temprana en la formacién de
lesiones neurofibrilares. Una explicacion compatible y adicional de la asociacion de tau con el reticulo endoplasmaético
podria ser su interaccién con PS-1. Se ha encontrado que PS-1 se une tanto a tau como a GSK-38 en experimentos
de inmunoprecipitacién conjunta realizados en extractos de cerebro humano (Takashima et al., 1998), y PS-1 se sitda
predominantemente en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi (Selkoe, 1998).

Varios mecanismos pueden explicar el estrés y la muerte neuronal (revelados mediante la tincién de TUNEL y
neuroglia reactiva) detectado en ratones Tet/GSK-34. En vista de los efectos de la sobreexpresion de GSK-34 sobre la
compartimentacion y la fosforilacién de tau, un posible mecanismo podria ser la desorganizacion del citoesqueleto de
los microtidbulos. En este caso, como consecuencia de una disminucién de la estabilizacién de los microtibulos por
tau, podria esperarse en ratones Tet/GSK-34 una disminucién en el contenido de microtibulos similar al encontrado
en cerebros con la EA (Ferry, 1998). De manera adicional, GSK-3/ estd regulada negativamente por la ruta de super-
vivencia que implica la PI-3 cinasa (Cross et al., 1995; Cross et al., 1994; Hurel et al., 1996; Saito et al., 1994) y la
exposicion de las neuronas de la corteza cultivadas con la retirada del factor tréfico o con inhibidores de la PI-3 cinasa
conduce a la estimulacién de GSK-38 que da como resultado la apoptosis (Hetman et al., 2000; Pap y Cooper, 1998).
Finalmente, la transcripcién mediada por la disminucién de S-catenina ha demostrado potenciar la apoptosis neuronal
en cultivos neuronales primarios expuestos a S-amiloide (Zhang et al., 1998) o transfectados con PS-1 mutante (Weihl
et al., 1999). Se conoce poco acerca de los genes diana transactivazos por S-catenina que son responsables del aumen-

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2267773 T3

to de la susceptibilidad a la apoptosis. Los ratones Tet/GSK-38 pueden ser un sistema ttil para identificar tales genes
mediante presentacion diferencial o enfoques de micromatrices de ADN.

Se han producido un progreso sustancial durante los dltimos afios hacia la generacién de modelos de ratén trans-
génicos de la EA, particularmente con respecto a la cascada toxica de S-amiloide y la formacién de placas (Price y
Sisodia, 1998). Se han conseguido mejoras secuenciales mediante la generacién de ratones con niveles de expresion
superiores de formas mutadas de PPA y mediante la reproducciéon de éstos con ratones transgénicos PS-1 mutantes
que favorecen el procesamiento de PPA en AB42 (Guenette y Tanzi, 1999). Sin embargo, si la desregulacion de GSK-
38 es un acontecimiento clave en la patogenia de la EA, los ratones Tet/GSK-38 pueden constituir un modelo de ratén
alternativo y/o complementario de la EA.

La mayoria de los esfuerzos realizados para actualizar modelos transgénicos de la EA se ha enfocado en la simu-
lacion de las caracteristicas neuropatoldgicas de la EA. Esto puede requerir modificaciones excesivamente artificiales
para reproducirlas dentro de la vida del ratén, algo que se forma durante muchos afios en un ser humano. De manera
alternativa, simplemente puede no ser posible simular todos los aspectos de la neuropatologia de la EA en ratones
porque requiere claves especificas humanas (como es el caso de toxicidad inducida por S-amiloide in vivo (Geula et
al., 1998). GSK-3p es una enzima que se encuentra en la convergencia de las rutas implicadas en la hiperfosforila-
cion de tau, toxicidad inducida por S-amiloide y mutaciones de PS-1 similares a la EA. Si se comparan los modelos
de ratén que ya existen de la EA, los ratones Tet/GSK-38 son unicos en el sentido de que reproducen disfuncio-
nes intraneuronales aguas abajo que pueden ser responsable en tdltima instancia de algunos aspectos de la EA. Una
prediccion de esta hipétesis puede ser que los niveles (o actividad) de GSK-34 y los sustratos deben encontrarse al-
terados en los pacientes con EA. Ya se ha informado de evidencias a favor a esto (Pei et al., 1999; Shiurba et al.,
1996).

La neurodegeneracion en los ratones Tet/GSK-3 concuerda bien con el efecto neuroprotector del litio, un inhibidor
relativamente especifico de GSK-38. Los efectos neuroprotectores del litio se han atribuido a su capacidad para inhibir
GSK-38 (Alvarez et al., 1999; Hetman et al., 2000) y para regular por incremento Bcl-2 (Chen et al., 1999) y regular
por disminucién proteinas Bax (Chen y Chuang, 1999) en neuronas (modificado por Manji et al., 1999). Por tanto,
los ratones Tet/GSK-34 son una buena herramienta para probar el efecto neuroprotector de préximos inhibidores
especificos de GSK-38. Ademads, su eficacia puede compararse con el efecto del silenciamiento de la expresion del
transgén mediante la administracién de andlogos de la tetraciclina.
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REIVINDICACIONES

1. Animal transgénico no humano en el que la proteina GSK-33 se sobreexpresa en el animal, en el que la ex-
presion de la proteina GSK-38 estd bajo el control del sistema de expresién de GSK-38 condicional regulado por tet
(tetraciclina), que tiene un transgén de tTA bajo el control del promotor de CamKIIa, de tal modo que se encuentra un
aumento de los niveles de fosforilacién de tau en el hipocampo pero no en la corteza ni en el cuerpo estriado.

2. Animal transgénico segun la reivindicacion 1, en el que GSK-34 es la Unica enzima que se sobreexpresa.

3. Animal transgénico segun la reivindicacion 1, en el que GSK-3 es la Unica proteina que se sobreexpresa.

4. Animal transgénico segtn cualquier reivindicacidn anterior, que es un mamifero.

5. Animal transgénico segtin la reivindicacién 4, en el que el mamifero es un ratén, rata o primate.

6. Uso de un animal transgénico segtin cualquier reivindicacién anterior como modelo para la enfermedad de
Alzheimer.

7. Uso de un animal transgénico seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la prueba de un farmaco o
terapia para tratar las enfermedades neurodegenerativas.

8. Método de identificacién de una terapia util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, que comprende

administrar la terapia al animal transgénico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y monitorizar un efecto
sobre la patologia o el comportamiento.
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Fig.5
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