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Presentacion

En el grupo de Analisis Neuroconductual del Programa Genes y Enfermedad del
CRG, estamos interesados en los factores genéticos y los mecanismos patogénicos
responsables del retraso mental en el sindrome de Down (SD). En los ultimos afios
se viene proponiendo una vision de esta patologia como un proceso
neurodegenerativo que se instaura desde estadios postnatales tempranos para
finalmente desembocar en un envejecimiento prematuro, modelo de estadios
predemenciales de la enfermedad de Alzheimer (EA). Nuestro grupo viene
trabajando en los ultimos afios en diferentes genes candidatos. Entre ellos, Dyrk1A
se ha revelado como un gen candidato para SD debido a que: 1) se expresa
durante el neurodesarrollo de forma ubicua; 2) esta sobreexpresado en el SD; 3)
varios de sus sustratos de fosforilacion participan en neurogenesis, neuroplasticidad
o neurodegeneracion. En base a estos hallazgos formulamos la hipotesis de que
cambios de dosis de Dyrk1A podrian afectar a la correcta funcion de estructuras
cerebrales concretas dando lugar a los rasgos fenotipicos caracteristicos del SD. La
aproximaciéon experimental que se utilizé fue la generacién de modelos de ratén con

cambio de dosis de Dyrk1A.

Este trabajo aborda el estudio de la contribucién de Dyrk1A en el establecimiento de
procesos neurodegenerativos asociados al SD y al envejecimiento no patologico.
Se trata de un gen situado en la denominada region critica de SD, que codifica para
una serina treonina quinasa de funcién no bien determinada. Proponemos que
cambios en los niveles de expresion de esta proteina en conjuncién con otros
factores genéticos, epigenéticos y ambientales, podrian estar involucrados en el
desarrollo 'y progresibn del SD, un proceso patolégico de caracter
neurodegenerativo caracterizado por el curso progresivo de los sintomas en
especial durante los primeros afios de vida, reflejo de la alteracion paulatina de una
parte o partes del sistema nervioso. En el adulto con SD, los cambios
neurodegenerativos presentan caracteristicas diferenciales respecto a las
observadas en la EA, pese a que comparte sus signos neuropatologicos. Estas
diferencias se deben a que el proceso neurodegenerativo es consecuencia

especifica de las alteraciones en el neurodesarrollo y la plasticidad neuronal.
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Presentacion

Esta Tesis aborda:

1) La descripcion y caracterizaciéon del impacto de cambios en los niveles de
expresion de Dyrk1A en el proceso neurodegenerativo asociado a la edad utilizando
como aproximacion experimental modelos de raton genéticamente modificados

2) Ademas, se estudian los aspectos mecanisticos que posiblemente subyacen a
estos procesos, tanto a nivel neuroquimico, centrandonos en dos sistemas de
neurotransmisién especificamente relacionados con funciéon cognitiva, como a nivel
celular, donde principalmente abordamos aspectos relacionados con
neuroplasticidad. Para realizar esta segunda parte de la tesis se establecié una
colaboracion con el Dr Ger Ramakers en The Netherland Institut for Brain Research
en Amsterdam. La doctoranda realizd una estancia de 2 meses en su laboratorio
para iniciarse en las técnicas de analisis morfométrico en cultivo celular primario.
También se establecié una colaboracion con el Dr Francesc Artigas (IDIBAPS,
Barcelona) para la realizacion de los experimentos de microdialisis y con el Dr

Miguel Morales (IDIBAPS, Barcelona) para los estudios de la dinamica de actina.

Este trabajo constituye la presente Tesis Doctoral cuyos resultados han sido
parcialmente publicados en cuatro manuscritos, tres de ellos ya publicados y uno
aceptado con revisibn menor, y dos mas en preparacion. Ademas la doctoranda ha
colaborado en otros proyectos del laboratorio y ha participado en la redaccién de

tres articulos de revision
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Introduccion

1. PATOLOGIA HUMANA DEPENDIENTE DE DOSIS GENICA

La aneuploidia, se define como un numero anormal de copias de una region
gendmica, y es una causa comun de enfermedades genéticas humanas.
Clasicamente, el término aneuploidia se restringia a la presencia de copias
supranumerarias (trisomias) o pérdida (monosomia) de cromosomas completos,
pero esta definicibn se ha extendido para incluir delecciones o duplicaciones de
regiones subcromosdémicas o de genes unicos. En las monosomias se incluyen las
haploinsuficiencias, en las que una Unica copia de un gen o un elemento funcional
gendmico no es suficiente para que lleve a cabo su funcién normal. La importancia
de la aneuploidia con frecuencia no se pondera debido a que la mayor parte de sus

efectos se producen durante el periodo embrionario o fetal.

El prototipo de enfermedad por exceso de material genético es la trisomia del par
21 o sindrome de Down (SD) y algunos sindromes de microdeleccion constituyen

los modelos mas frecuentes de monosomia.

La aneuploidia se relaciona con la alteracion de los niveles de expresiéon génica de
genes especificos, denominados por este motivo genes dosis-sensibles, pero su
patogenia molecular precisa practicamente no se conoce. La identificacién de genes
con un impacto fenotipico de cambio de dosis es crucial para comprender no
solamente estos sindromes sino variantes de numero de copia presentes en la
poblacion general con posibles consecuencias patogénicas. Ademas, permitira

posiblemente identificar dianas moleculares con potencial terapéutico.

2. EL SINDROME DE DOWN

El SD es la autosomopatia mas comun, con una frecuencia de 1:800-1000 de todos
los recién nacidos, y constituye la principal causa genética de retraso mental y
alteraciones cardiacas congénitas (Roizen y Patterson 2003). La prevalencia del SD
aumenta con la edad materna, y de forma exponencial por encima de los 35 afios,
si bien dos tercios de los casos se producen en mujeres mas jovenes. En 1886 Sir
John Langdon Haydon Down describié por primera vez este sindrome (Down 1866)

pero su origen genético no se establecié hasta el afio 1959, cuando Lejeune
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demostré la presencia en trisomia completa o parcial del cromosoma 21 (Lejeune et

al. 1959), que se traduce en una sobrexpresion de las proteinas codificadas por

genes localizados en este cromosoma. Sin embargo, ha sido en los ultimos afios, a

partir de la generacion de modelos en raton cuando la investigacion basica en SD

ha experimentado los avances mas importantes (Esquema 1).

Esquema 1. Hallazgos histéricos del sindrome de Down. Adaptado de Patterson y Costa, 2005

ANO
1866
1876

1932

1932

1959
1960
1961

1969

1970

1973
1974
1979

1980
1985
1987
1987

1990

2000
2001
2001

EVENTO
John Langdon Down describe el sindrome de Down
Se describe la asociacion entre sindrome de Down y senilidad prematura
Waardenburg sugiere por primera vez que el sindrome de Down pueda deberse a una trisomia por
no-disyuncion
Davenport sugiere que las irregularidades de los cromosomas puedan provocar discapacidad
intelectual, incluida la del sindrome de Down
Jérdbme Lejeune descubre que las personas con sindrome de Down poseen tres cromosomas 21
(HSA21)
Se describe la presencia de translocaciones en el sindrome de Down (Polani)
Se describe la presencia de mosaicismo en el sindrome de Down (Clarke)
Se describe la presencia de un chimpancé con rasgos de sindrome de Down; posee trisomia de su
cromosoma 22 (McClure), el cual contiene regiones conservadas de genes idénticos a los del
HSA21
Caspersson postula que el material genético triplicado en el HSA21, responsable del sindrome de
Down, se encuentra en la porcion distal del brazo largo del cromosoma
Son identificados los 2 primeros genes del HSA21: SOD1(superéxido dismutasa) y IFNAR1 (un
receptor de interferon)
Se producen ratones con trisomia de su cromosoma 16 (MMU16)
Por primera vez se localiza un gen del HSA21 en el cromosoma 16 de raton: se trata del gen SOD1
(Francke y Taggart)
El raton con trisomia 16 (Ts16) es propuesto como modelo animal de sindrome de Down
Se aisla el primer gen del HSA21: el SOD1
Se consigue el primer raton transgénico con un gen del HSA21: SOD1 (Epstein)
Se encuentra en el HSA21 un gen que puede originar la enfermedad de Alzheimer: el APP
Se produce el primer ratén con trisomia 16 segmentaria que resulta viable, y se convierte en modelo
de sindrome de Down: Ts65Dn
Se publica la secuenciacion del HSA21 y se completa su primera anotacion
Se describen bloques de haplotipos en el HSA21
Se descubre un transcriptoma expandido en los cromosomas HSA21 y HSA22 (Kampa)

Entre las personas que tienen SD existe una gran variabilidad fenotipica de forma

que se han descrito hasta 300 rasgos fenotipicos diferentes asociados a esta

cromosomopatia que se presentan en grado variable siendo la aparicién de algunos

de ellos dependientes de la edad (Coleman 1978). Asi, algunos rasgos como las

cataratas, la pérdida de audicioén, el hipotiroidismo o el prolapso de la valvula mitral
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se presentan en la edad adulta (Pueschel 1990). Entre los rasgos tipicos del SD
destacan el retraso mental, las malformaciones craneofaciales, las alteraciones
cardiacas y digestivas, una elevada incidencia de leucemia aguda, el retraso del
desarrollo neuromotor en nifios, la disfuncion auditiva y visual y trastornos
metabdlicos-hormonales. Existe ademas una tendencia a presentar de forma
prematura signos neuropatolégicos de enfermedad de Alzheimer (EA), con o sin

manifestaciones clinicas de demencia.

En nuestro grupo estamos interesados en la patogenia de la discapacidad
intelectual y de su deterioro con la edad. El término discapacidad intelectual hace
referencia a limitaciones significativas no sélo en el funcionamiento intelectual sino
también en la conducta adaptativa manifestada en las habilidades sociales y
cotidianas que aparecen antes de los 18 afios (AAMR, 2002). Por desagracia, el
indice psicométrico mas utilizado para categorizar la discapacidad intelectual, el
coeficiente intelectual, es una medida muy poco descriptiva de los ambitos de
disfuncion especifica o de las capacidades cognitivas o adaptativas reales de una
persona. En las personas con SD, el coeficiente intelectual puede variar entre 40 y
80, pero lo mas frecuente es que oscile alrededor de 50-60, siendo
excepcionalmente superior a 70, por lo que se puede hablar de una discapacidad
intelectual moderada (Anneren y Pueschel 1996). Estas cifras, sin embargo, nada
dicen de otras habilidades de estas personas ni de su capacidad para desarrollar
diversas exigencias vitales. Por otra parte y debido a la creciente integracion social
y laboral de estas personas, cada vez resulta mas necesario desarrollar nuevas
herramientas de medida, mucho mas precisas y adaptadas a la condicién particular
de esta patologia. El retraso mental asociado al SD se caracteriza por un retraso del
desarrollo psicomotor, alteraciones de la memoria y del lenguaje y defectos
cognitivos en el procesamiento auditivo-verbal, que con toda probabilidad dependen
de las anomalias estructurales y funcionales presentes en el sistema nervioso
central, pudiendo dar como resultado diversos tipos y grados de disfuncion cognitiva
y neuroldgica. Centrdndonos en los aspectos neuropatolégicos del SD,
macroscopicamente es frecuente apreciar una reduccioén en el tamafio del cerebro
en su conjunto, con hipoplasia de los I6bulos frontal y occipital y, en el 50% de los
casos reduccion de los l6bulos temporales, del hipocampo y del cerebelo, asi como

del numero y profundidad de la cisuras (Raz et al. 1995; Jernigan et al. 1993,
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revisado en Teipel y Hampel 2006), lo que sugiere una reduccion en la superficie
cortical. Estas estructuras son fundamentales para el procesamiento vy
almacenamiento de informacién, la memoria visuo-espacial o la coordinacién
motora, por lo que existe una repercusion funcional en estos ambitos en los
pacientes con SD.

En concreto en la corteza cerebral se han descrito alteraciones histologicas que
afectan a tipos celulares concretos, con posibles repercusiones en el procesamiento
e integracion de la informacion y en la sincronizacién de la actividad de las
minicolumnas. Estas son unidades funcionales cuya existencia fue postulada por
Cajal constituidas por miles de neuronas conectadas entre si que intervienen en la

determinacion del flujo de informacion y la toma de decisiones (Esquema 2).

¢
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it Esquema 2. Representacion
| P Ratchoyisony esquematica de una
minicolumna de la corteza
cerebral

— ey

.
Las alteraciones celulares obsérvadas en la corteza cerebral afectan a las neuronas
granulares y piramidales. Las neuronas granulares son interneuronas cuyo niumero
se encuentra significativamente reducido en determinadas areas de la corteza de
cerebros con SD. Este tipo celular constituye un 15 a 20% de las neuronas
corticales, y se caracteriza por el confinamiento de su axéon dentro de la propia
corteza, por lo que participa en circuitos intracorticales y establece sinapsis con las
neuronas piramidales que proyectan fuera de la corteza cerebral, modulando por
tanto la informaciéon de salida de la misma, por lo que la reduccion de su numero

podria alterar el flujo de informacién eferente.
Las células piramidales constituyen el tipo celular mas frecuente en la corteza

cerebral, y presentan una citoarquitectura definida por un largo arbol dendritico

apical y otro basal, y un axén que proyecta hacia regiones subcorticales (DeFelipe y
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Farinas 1992) (Esquema 3). Se trata de neuronas de proyeccion excitadoras de
manera que toda la informacioén procesada sale de la misma a través del axén hacia
la sustancia blanca para alcanzar otras areas corticales o subcorticales

La integridad estructural del arbol
dendritico y de su organizacion en el
espacio es un elemento crucial en la
integracion de la informacion y la toma de
decision a nivel celular, de forma que
recientemente H. Makram, un investigador
que trabaja en la modelizacion funcional de

la neocorteza (Cajal Centanary Conference,

Barcelona, 2006), ha propuesto una

Esquema 3. Tincion de Golgi de las
neuronas piramidales corticales

“Revolucion Copernicana” en la concepcion
de la organizacion de la neocorteza, en la

que pasamos del modelo somatocéntrico al dendritocéntrico. Por tanto, las
alteraciones dendriticas propias de la discapacidad intelectual en muchos procesos
que cursan con retraso mental se revelan cada vez mas como el elemento causante

de éstas.

Las espinas dendriticas son especializaciones de membrana que conforman el
elemento postsinaptico en la mayor parte de las sinapsis excitatorias cerebrales y
regulan la duracién y alcance de flujos de calcio producidos por la activacion
glutamatérgica en estas sinapsis. La espina estd formada por una expansion
denominada cabeza que conecta con la dendrita a través de un estrechamiento o
cuello. Esta geometria tiene una implicaciéon funcional, de forma que la morfologia
de la espina refleja su funcion. En este sentido el volumen de la cabeza es
directamente proporcional al numero de receptores postsinapticos siendo
determinante en la regulaciéon de la transmisién sinaptica, mientras que la estructura
del cuello ejerce una influencia directa sobre la sefalizacion del calcio en la
dendrita. Esta arquitectura depende de la estructuracion del citoesqueleto
filamentoso, que a su vez determina los constantes cambios de forma en la espina,
de forma que los procesos de polimerizacién y depolimerizacion de actina son

cruciales a la hora de determinar su estabilizacion y plasticidad.
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Una caracteristica patognomoénica del SD es la alteracion de la microarquitectura de
las células piramidales de la corteza cerebral. Se ha observado una reduccién de la
complejidad y tamafio del arbol dendritico, asi como disminucién en el numero y
alteracion de la estructura de las espinas dendriticas. En el SD la morfologia de las
espinas muestra rasgos distintos que en los cerebros sanos, siendo anormalmente
largas y sinuosas o, por el contrario muy cortas (Marin-Padilla 1976; Purpura 1974;
Fabregas y Ferrer 1983), alteraciones que muy posiblemente se correlacionan con
afectacion de los procesos electrofisiologicos subyacentes al aprendizaje y la
consolidacién de la informacion, a través de modificaciones estructurales, como
pueden ser la potenciacion a largo plazo (LTP, long term potentiation) y la depresion
a largo plazo (LTD, long term depression). Parte de estas alteraciones se han
podido apreciar en areas cerebrales como la corteza, el hipocampo, y el cerebelo,
es decir, regiones que tienen por funcién almacenar, recapitular, e integrar la
informacion para, a partir de ahi, organizar funciones complejas como la memoria,
la abstraccion, la deduccion, 6 el calculo. Por tanto, estas alteraciones
microestructurales, posiblemente originadas durante el desarrollo postnatal,
condicionaran sin duda una alteracion en el flujo de informacién intracortical y
cortico-subcortical, produciendo como consecuencia alteraciones en la capacidad
de procesamiento e integracién de la informacion. Por otra parte se han descrito
alteraciones neuroquimicas en algunas vias de sefalizacion intracelular (Lumbreras
et al. 2006) implicadas en aprendizaje y memoria como la cascada de adenilil
ciclasa y fosfolipasa C, que aparecen tanto en el SD con en la EA. Estas
alteraciones en las espinas también se aprecian en los modelos trisdbmicos
desarrollados en raton (ver apartado 4.1). Cuando se estudia mediante microscopia
electronica el aparato receptor de la neurona (Kurt et al. 2000; 2004), se observa
que la densidad sinaptica se encuentra reducida en determinadas areas cerebrales
y la morfologia de la sinapsis muestra alteraciones como son la disminucion de la
longitud pre-postsinaptica, asi como el area de contacto sinaptico (Wisniewski et al.
1985).
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3. EL SINDROME DE DOWN COMO PROCESO NEURODEGENERATIVO

Una de las preguntas clave en el SD se refiere al origen de las alteraciones
neuropatologicas que hemos descrito. Dada la relativa integridad de la estructura
histologica del cerebro en el momento del nacimiento y la presencia de los
fenémenos neurodegenerativos a lo largo de toda la vida de las personas con SD,
se viene proponiendo que se trata de un proceso patolégico de caracter
neurodegenerativo. Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un amplio
capitulo dentro de la patologia neurolégica. Bajo este epigrafe se incluyen un grupo
de enfermedades de causa conocida o desconocida y que tienen como atributo
comun el curso progresivo de los sintomas, reflejo de la desintegracion paulatina de
una parte o partes del sistema nervioso. Todas ellas presentan algunas
caracteristicas clinicas comunes, en cuanto a que su inicio es insidioso, y su curso

progresivo, sin remisiones.

3.1. El proceso neurodegenerativo postnatal en el sindrome de Down

En una patologia neurodegenerativa de las caracteristicas del SD, es necesario
conocer los factores estructurales y funcionales que pueden constituir elementos
predisponentes de la neurodegeneracion asociada a la edad. Mas aun, con toda
probabilidad los elementos celulares y los procesos de neuroplasticidad que se
encuentran alterados durante el neurodesarrollo, también lo estaran en el adulto o

determinaran las alteraciones funcionales del envejecimiento en estos pacientes.

En lo que se refiere a la histogénesis y al establecimiento de la circuiteria cerebral,
es apreciacion generalizada de los diversos investigadores que han estudiado la
morfologia del cerebro en el SD que, durante la época fetal, no existen grandes
diferencias morfolégicas cuando se compara con el cerebro de un feto normal. Su
tamano y el peso son parecidos, el numero de neuronas e incluso de espinas
dendriticas también lo es (aunque existen amplias variaciones individuales), asi
como la configuracién general o el grado de mielinizacion, aunque existen casos
especificos en los que se pueden observar diferencias marcadas en celularidad en
areas concretas. Por lo tanto, puede decirse que, en general, las modificaciones

durante la fase fetal no son sustanciales, aunque pueden apreciarse pequefias
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diferencias en los tiempos en que se van estableciendo las diferentes capas o
laminas de algunas areas de la corteza cerebral, y se detectan areas de
microdisgenesia, que afectan a la organizacion histogenética de los mapas
corticales. Se han descrito heterotopias neuronales en sustancia blanca en el
cerebelo y el vermis cerebeloso, que han sido atribuidas a un retraso en la
migracion celular durante el desarrollo embrionario (revisado en Florez 1992). Asi,
el cerebro fetal de SD se caracteriza por una reduccién del grosor y una laminacion
alterada de la corteza cerebral, y disminuciones de los indices proliferativos con
consecuencias en la celularidad y la densidad sinaptica.

A estas alteraciones se afade la disgenesia de las espinas dendriticas,
caracterizada por una morfologia anormal y una alteracion de las propiedades de la
membrana celular (Marin-Padilla 1976; Suetsugu y Mehraein 1980; Ferrer y Gullotta
1990). Estas alteraciones se empiezan a detectar sobre todo en las etapas finales
del periodo fetal, pero la arquitectura neuronal es practicamente normal en el
momento del nacimiento.

Cuando realmente empiezan a marcarse las

12 years diferencias es en el periodo postnatal,
T yodrs [T
] Pl

produciéndose una progresiva
degeneracion de la longitud y numero de
ramificaciones dendriticas (Becker et al.
1986; Takashima et al. 1994; Vuksic et al.
2002; Prinz et al. 1997, revisado en Elston y
DeFelipe 2002), por lo que se ha sugerido

que las alteraciones morfolégicas
observadas son posiblemente resultado de
_—
3mem déficit en el proceso de la remodelacion
Esquema 4. Disgenesia de las espinas postnatal de la circuiteria cerebral con

dendriticas en el retraso mental
repercusiones a largo plazo. (Esquema 4).

Asi, algunos tipos de neuronas presentan, en adultos con SD, una reduccion en la
complejidad del arbol dendritico, disminucion en la densidad de las espinas vy
disgenesia espinal (Marin-Padilla 1972; 1976; Takashima et al. 1989; Becker et al.
1991; 1993; revisado en Benavides-Piccione et al. 2004).
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Como se ha mencionado en el apartado anterior, estos cambios en la
microarquitectura afectan fundamentalmente a las células piramidales de la corteza
cerebral, siendo durante los 2 primeros afos de vida cuando se observa la
reduccion mas drastica de su complejidad dendritica (Takashima et al. 1989; Becker
et al. 1991; Florez 1992). De hecho, en niflos con SD menores de 6 meses las
neuronas piramidales no presentan cambios en el arbol dendritico, las
ramificaciones o el numero de espinas dendriticas, apareciendo en algunas
regiones incluso en mayor numero que en cerebros no afectados por el SD (Becker
et al. 1986; Vuksic et al. 2002), aunque algunos estudios han encontrado ya
reducciones en la complejidad neuronal a partir de los 2,5 meses, por lo que cabe
pensar que el desequilibrio génico presente en el SD podria estar regulando o
interfiiendo en el correcto desarrollo dendritico en cualquiera de sus fases:
generacion, elongacién o retraccion de las ramificaciones dendriticas y las espinas.
De hecho, en cerebros con SD se han encontrado niveles alterados de proteinas
especificas relacionadas con estos procesos como la debrina (Shim y Lubec 2002).
Asi pues, los datos disponibles en la literatura apuntan a que las alteraciones en la
microarquitectura celular observadas en el SD podrian deberse a deficiencias
especificas en procesos del neurodesarrollo como la neuritogénesis, o la
adquisicion del fenotipo celular (Esquema 5), o bien, podrian depender a su vez de
déficit en la neuroplasticidad sinaptica, un proceso implicado en la modulacién del
numero y la forma de las espinas (Lendvai et al. 2000; Toni et al. 1999), sugiriendo
que el desequilibrio de dosis génica, posiblemente de algunos genes concretos,
podria alterar la configuracion tridimensional de las neuronas piramidales. Pero
posiblemente el proceso neurodegenerativo pre- y postnatal no se restringe a la
neuritogénesis, ya que estudios en cultivos primarios de cerebros con SD han
demostrado también alteraciones en la proliferacion celular y en procesos
relacionados con neurodegeneracion, como el incremento de la apotosis
dependiente de procesos oxidativos citotoxicos. Estos cambios degenerativos se
observan también en neuronas no piramidales (Schulz y Scholz 1992; Prinz et al.
1997)
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Esquema 5. Desarrollo de la circuiteria de la corteza cerebral durante el periodo postnatal

3.2. El proceso neurodegenerativo relacionado con el envejecimiento

en el sindrome de Down

Uno de los rasgos caracteristicos del SD es el envejecimiento precoz, determinado
por la aparicién de un declive similar al de la poblacion sin discapacidad intelectual
pero a edades mas tempranas. Este declive se observa cada vez con mayor
frecuencia, debido al incremento de la esperanza media de vida de las personas

con SD que actualmente se aproxima a los 60 afios (Strauss y Zigman 1996).

El establecimiento de los parametros afectados por el envejecimiento en pacientes
con una disfuncion mental previa, como sucede en el SD, resulta complejo. En los
ultimos afos han aparecido una serie de estudios longitudinales que aportan
informacién acerca de las alteraciones cognitivas dependientes de la edad (Burt et
al. 1995; Prasher et al. 1998; Devenny et al. 1996; Hawkins et al. 2003), que han
determinado que generalmente en el declive cognitivo asociado a la edad, los
sintomas relacionados con el funcionamiento independiente (vestirse, comida,
aseo) son los primeros en detectarse y los mas notorios (Devenny et al. 1996;
Prasher et al. 1998; Collacott 1992). Ademas, en los pacientes con SD se suelen
registrar puntuaciones significativamente menores en la conducta adaptativa,
orientacion, memoria y habilidades visuo-espaciales asociados al declive cognitivo
(Alexander et al. 1997; Burt et al. 2005).
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A nivel neuromorfologico, estudios de resonancia magnética (RM) demuestran que
en los pacientes adultos con SD se encuentran con mas frecuencia que en la
poblacion general tres signos tipicos del envejecimiento: atrofia, alteraciones en la
sustancia blanca (Teipel et al. 2003) e hipodensidad de los ganglios basales. Se
observa ademas una reduccion del volumen del hipocampo vy estructuras
adyacentes al l6bulo temporal medio (Lawlor et al. 2001; Krasuski et al. 2002), asi
como en areas de asociacion corticales que pueden detectarse incluso antes de la
instauracion de demencia (revisado en Teipel y Hampel 2006). Por otro lado,
aunque el numero de estudios es menor, se ha descrito una reduccién en el nimero
de espinas de las dendritas apicales de las neuronas piramidales de corteza
cingulada e hipocampo en cerebros de pacientes ancianos con SD pero sin
patologia relacionada con EA (Suetsugu y Mehraein 1980; Ferrer y Gullotta 1990).

¢ Cuédles son los los mecanismos patogéneticos implicados en el envejecimiento
prematuro en el SD?. Una de las hipétesis mas barajadas, y que aun se considera,
indica que la exposicion mantenida a niveles altos de estrés oxidativo durante la
vida del individuo, daria lugar a la aparicion y acumulacién de radicales libres
derivados del metabolismo oxidativo y ejerceria una accion citotoxica. Uno de los
sistemas de eliminacion de radicales libres es el constituido por la enzima
superdxido dismutasa 1 (SOD1). SOD1 esta sobreexpresada en el SD y cataliza la
dismutacion de los radicales superéxido hacia H,O, y O, constituyendo uno de los
sistemas antioxidantes celulares més importantes (Fridovich 1995; Gutteridge y
Halliwell 2000). En condiciones normales existe un equilibrio entre el mecanismo
oxidativo y la actividad antioxidante, sin embargo cuando este equilibrio se
desajusta, como en el SD, la acumulacion de perdxido de hidrégeno no puede ser
contrarrestada por la glutation peroxidasa o la catalasa (Garber et al. 1979),
reaccionando con metales para formar radicales que participan en la peroxidacion
lipidica, lo cual provoca el deterioro de las membranas celulares (Mirochnitchenko y
Inouye 1996). Como resultado de la sobreexpresion de SOD1 se produce un
incremento de la produccion de aniones superdxido en las mitocondrias, haciendo
que éstas sean menos eficaces con el tiempo y que aparezcan lesiones a nivel de
los lipidos, proteinas y DNA mitocondrial. Estas alteraciones van deteriorando la
integridad funcional celular determinando el envejecimiento y posterior muerte

celular. Al igual que sucede con otras alteraciones funcionales, el estrés oxidativo
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afecta negativamente al neurodesarrollo y a la supervivencia neuronal al estar
presente desde fases tempranas del desarrollo en el SD (Busciglio y Yankner 1995;
Pelsman et al. 2003). En concreto, algunos autores han propuesto que el estrés
oxidativo presente durante el desarrollo en los cerebros de SD podria estar
afectando a la migracién neuronal durante la corticogénesis, lo que conduciria a las
alteraciones en la laminacion cortical. Mas aun, se ha sugerido que la exposicion a
un estrés oxidativo intenso y continuado a lo largo de toda la vida, en los pacientes

con SD pueda ser una de las causas del envejecimiento precoz.

A pesar de que la hipotesis que relaciona el estrés oxidativo con el envejecimiento
precoz en el SD es una de las mas aceptadas, el origen de las alteraciones
estructurales observadas en el cerebro durante el envejecimiento en el SD continda
siendo una incégnita. Otros mecanismos patogenéticos similares a los de EA como
depositos de amiloide y degeneracion colinérgica, estan también presentes en el
SD.

3.3. El sindrome de Down como modelo de estadios predemenciales de

la enfermedad de Alzheimer

Desde hace unos afos se viene proponiendo la relacién entre EA y SD, de forma
que se considera que el SD podria ser un modelo biolégico de estadios pre-
demenciales de la EA. Esta proposicidon se sustenta en diversos hechos: a/ la
implicacion de genes del cromosoma 21 en la patogenia de enfermedades
neurodegenerativas y EA; b/ el hecho de que las personas con SD desarrollen en
un 100% las alteraciones neuropatoldgicas propias de la EA; c/ el deterioro
cognitivo asociado a la edad en SD evoluciona en bastantes casos de forma
temprana hacia una demencia clinica tipo EA. Por tanto, el estudio del proceso
neurodegenerativo asociado a la edad en el SD puede aportar valiosa informacion
para comprender parte de los mecanismos patogenéticos subyacentes a la EA.

Tanto en la EA como en el SD aparecen lesiones caracteristicas denominadas
ovillos neurofibrilares y placas seniles. Los ovillos neurofibrilares son lesiones
intracelulares y estan constituidos por agregados de Tau, una proteina asociada a
microtubulos (MAP), formando filamentos helicoidales. La funcién de Tau es facilitar

la polimerizacion de tubulina y formacion de microtubulos que constituyen el
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citoesqueleto y permiten el transporte vesicular a través del axén. En los ovillos
neurofibrilares se observa una hiperfosforilacion irreversible de Tau que impide su
funcion normal a la vez que facilita su autoagregacion en fibrillas. Por otra parte, las
placas seniles son depoésitos extracelulares insolubles cuyo principal componente
es el péptido B-amiloide (Ab) procedente del metabolismo de la proteina precursora
del amiloide (PPA). Existen dos vias diferentes de procesamiento de PPA: la via no
amiloidogénica, en la que interviene la proteasa o-—secretasa, y la via
amiloidogénica, en la que por accion de (—secretasas y y-secretasas se forma el
péptido Ab de longitud variable. Los péptidos originados por esta via con una
longitud de 42 o 43 residuos, tienen una solubilidad limitada y forman
autoagregados que constituyen las fibrillas insolubles que se localizan en los

depositos amiloides (Yankner 1996) (Esquema 6).

espacio extracelular

PPA.-a ﬁ PPAS'B+
Ab
p3 y-sec a-sec f= B-sec y-sec
- «— —> —>
oD

CTF-a PPA CTF-p citoplasma

Esquema 6. Procesamiento celular de PPA (Adaptado de Canevari et al, 2004).
Cuando la PPA se procesa por la via amiloidogénica por accion de a-secretasas y y-
secretasas se libera el extremo soluble carboxi-terminal de la proteina, posiblemente
dentro de vesiculas lisosomales para su posterior degradacién. Sin embargo, una
parte de la PPA es procesada por B-—secretasas que al cortar la PPA liberan un
fragmento C-terminal mas largo que, a su vez, por la accién de la y-secretasa, libera

el péptido insoluble Ab responsable de la formacion de las placas amiloides.

Aunque el mecanismo por el cual el péptido Ab provoca la degeneracién neuronal
esta en discusion (Canevari et al. 2004), la hipétesis de la cascada amiloide en la
EA es una de las mas aceptadas (Hardy 2002). Atendiendo a la evolucion temporal
de las placas se sabe que, en una primera etapa, el B-amiloide se acumula de
manera progresiva en densos agregados insolubles de alta toxicidad para las
estructuras nerviosas vecinas dando lugar a la formacién de placas difusas, que

derivaran en la aparicién de dendritas distréficas, glia reactiva, proteinas asociadas
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a la reaccion inflamatoria y dafio neuronal y sinaptico. En el establecimiento de la
placa neuritica madura concurriran asimismo la respuesta inflamatoria local, la
alteracion de la homeostasis metabdlica e ibnica neuronal y el estrés oxidativo.
Todos estos procesos conducen a una espiral neurodegenerativa irreversible una
vez se ha establecido, cuya consecuencia clinica es la pérdida sinaptica y el déficit
en los procesos de neurotransmision, fundamentalmente colinérgica, que conducen
a alteraciones en la adquisicién y retencion de informacion. Aunque se postula la
agregacion del péptido amiloide como causa de la patogénesis de la EA, el grado
de demencia se correlaciona con la extensién de la degeneracion neurofibrilar
existente y con la pérdida sinaptica, y no con el numero de placas seniles. Por ello
han surgido diversas teorias que apuntan a disfuncion mitocondrial (Smith et al.
2002; Busciglio et al. 2002) o alteraciones de la via endocitica (revisado en Nixon

2005) como promotoras de la amiloidogénesis en la EA.

Los pacientes con SD, presentan en edades tempranas lesiones tipo-Alzheimer
cuya progresion temporal, con acumulacién de Ab en placas difusas (primero Ab42
y posteriormente Ab40), y aparicidon de microgliosis y astrogliosis y finalmente de
ovillos neurofibrilares, es representativa de la secuencia patogénica que ocurre en
la EA (Armstrong 1994; Hyman et al. 1995). En el SD, en la segunda o tercera
década de vida se detecta la presencia de proteina p-amiloide, aunque en casos
aislados es ya observable antes de los 10 afios (Gyure et al. 2001). Una década
después, hacia los 35 afos, aparecen las placas neuriticas y los ovillos
neurofibrilares. La distribucion de estas lesiones y su composicion es similar a la
descrita en la EA, si bien existen algunas diferencias morfolégicas en las placas
seniles presentes en el SD, que son mas grandes que en la EA e incrementan su
numero con la edad, lo cual puede ser debido a un aumento en la producciéon mas
prolongado de la proteina beta amiloide (Hyman et al. 1995). Sin embargo, esta
proteina es similar en ambas entidades patolégicas, por lo que se ha postulado que
la aparicion de placas seniles en los pacientes con SD podria ser el resultado de la
sobreexpresion desde el nacimiento del gen PPA localizado en el cromosoma
21(revisado en Sawa 2001; Head y Lott 2004), que daria lugar a una
sobreproduccion continuada de péptidos Ab. Estudios genéticos han establecido
una estrecha correlacion entre mutaciones de este gen y algunos casos de EA tipo

familiar. Ciertamente, PPA no es el uUnico gen que se ha involucrado en el
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establecimiento de la EA. Mutaciones en los genes de las presenilina 1 (PSENT1, en
cromosoma 14) y presenilina 2 (PSEN2, en cromosoma 1) se han relacionado a su
vez con casos de EA tipo familiar (revisado en Thinakaran y Parent 2004;
Menendez 2004). Aunque a estas proteinas se les han asociado diferentes
funciones, existe evidencia que indicaria que poseen actividad y-secretasa
favoreciendo el depésito del péptido Ab (Wolfe et al. 1999). Finalmente, la presencia
del alelo €4 del gen APOE (cromosoma 19) es un factor de riesgo de la EA y parece
que se asocia a variaciones en la edad de inicio y en el numero de placas (Corder
et al. 1993) mientras que el alelo €2 confiere cierta proteccién frente a la EA (Corder
et al. 1994). Las distintas propiedades de union de las isoformas de APOE al
péptido Ab (Strittmatter et al. 1993) y a la proteina tau (Strittmatter et al. 1994)
indicarian el mecanismo mediante el cual APOE interviene en el desarrollo de EA. A
partir de los 25 afos en el SD, las placas seniles son inmunoreactivas para APOE,

que facilita la agregacioén de la proteina Ab en depdsitos insolubles.

Precisamente debido a la clara relacién entre SD y EA, no se descarta que el
aumento constitutivo en la expresion de otros genes del cromosoma 21 pueda estar
relacionado con la generacion de las lesiones neurodegenerativas. En este grupo
de genes se podria incluir el gen SOD1 (codificante para la CuZn-superoxido
dismutasa), ya que ratones transgénicos en los que el gen SOD1 humano esta
sobrexpresado muestran neuritas distréficas y estructuras andmalas en las
terminaciones sinapticas (Groner et al. 1990) y el gen BACE2, una aspartil proteasa
implicada en EA (Barbiero et al. 2003).

3.4. Disfuncion colinérgica en la enfermedad de Alzheimer y el

sindrome de Down

La pérdida de memoria reciente es la alteracion cognitiva mas precoz en la EA
debido a que los circuitos neurales implicados en aprendizaje y memoria son los
que presentan un deterioro mas temprano y mas intenso en esta patologia. Los
principales circuitos afectados son las conexiones del hipocampo y la corteza
entorrinal con el resto de la corteza cerebral y las vias colinérgicas del prosencéfalo
basal anterior que proyectan hacia la corteza cerebral. En el SD se observa también

esta degeneracion colinérgica, siendo de nuevo una caracteristica neuropatologica
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comun a ambas patologias. Desde hace tiempo se ha relacionado la degeneracién
colinérgica del prosencéfalo basal con el grado de afectaciébn de la memoria en la
EA, si bien esta “hipotesis colinérgica” ha sido cuestionada, debido al fracaso de las
terapias basadas en la restitucién de la neurotransmision colinérgica (Perry et al.
1978). En este momento, si bien se acepta que la degeneracién del sistema
colinérgico tiene un papel, sobre todo en el deterioro de la memoria reciente, no se
le otorga la relevancia que hace unos afios tuvo. Sin embargo, la comprension del
mecanismo de citotoxicidad que afecta a poblaciones neuronales concretas, no
solamente colinérgicas, sino también noradrenérgicas o dopaminérgicas nos podra
indicar el mecanismo patogenético de las alteraciones cognitivas y proporcionar

informacion acerca de otros aspectos hasta ahora poco conocidos de la EA.

La hipétesis colinérgica de la EA se basaba en las multiples evidencias clinicas y
experimentales del papel que la inervacion colinérgica ejerce en la memoria y el
aprendizaje. Asi, algunos autores han demostrado una deplecion de marcadores
colinérgicos en los casos de estadios predemenciales de EA con afectacion
cognitiva moderada (Davis et al. 1999; Mufson et al. 1997; revisado en Mesulam
2004). Ademas, la interferencia farmacolégica colinérgica o la lesién experimental
de las estructuras colinérgicas del prosencéfalo basal, producen una alteracién en
memoria y aprendizaje, que puede revertirse mediante agonistas colinérgicos (Lin et
al. 1999; George et al. 2006). En la EA la pérdida progresiva de neuronas
colinérgicas se refleja en la reduccion de marcadores colinérgicos como la
colinoacetiltransferasa (ChAT, enzima limitante de la sintesis de acetilcolina), la
acetilcolinesterasa (AChE, enzima metabolizante) y los receptores colinérgicos
muscarinicos y nicotinicos (Nordberg 1992; Bierer et al. 1995). Esta pérdida
neuronal provoca una importante reduccién de la inervacién colinérgica a nivel
cortical aunque ésta no es uniforme. Asi, las areas con mayor inervacion colinérgica
son las que sufren el principal deterioro, seguidas de areas de asociacién frontal o
parietal, la insula y el I6bulo temporal, mientras que en las areas primarias motoras,

somatosensoriales y visuales, y el giro cingulado la afectacién es menor.

En los ultimos anos, diversos autores han establecido una estrecha relaciéon entre la
neurotransmisién colinérgica del prosencéfalo basal, los factores neurotréficos y el

metabolismo de PPA en la patogénesis y evolucion de la EA y SD (Lin et al. 1999;
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Isacson y Lin 2000; Capsoni et al. 2000). La colocalizacion de acetilcolinesterasa
(AChE) con los depdsitos del péptido Ab en cerebros de pacientes con EA
(Mesulam 1986; Moran et al. 1993), asi como la capacidad de AChE de afectar el
procesamiento de PPA (Mori et al. 1995; Lahiri et al. 1997; Racchi et al. 2001) y de
favorecer la agregacién de péptidos Ab con la posterior formaciéon de las placas
seniles (Inestrosa et al. 1996; Rees et al. 2005), sugieren una clara conexion entre
el metabolismo de PPA vy la neurotransmision colinérgica (Zhang 2004). En este
sentido se ha descrito que el péptido Ab provoca un incremento local de la
concentracion de AChE entorno a las placas amiloides (Fodero et al. 2004). Por otro
lado, la estimulacién farmacolégica de los receptores de la acetilcolina muscarinicos
(Nitsch et al. 1993; Muller et al. 1997; Hock et al. 2003; Canet-Aviles et al. 2002) y
nicotinicos (Seo et al. 2001; Utsuki et al. 2002) provoca un incremento en la
secrecion y procesamiento de PPA por la via de a-secretasa, con la consiguiente
reduccion en la produccion del péptido Ab. Sin embargo, en funcion de las
subunidades de los receptores muscarinicos también se puede incrementar la
actividad de B—secretasas como BACE1 (Zuchner et al. 2004).

El efecto neurotoxico del péptido Ab sobre las neuronas colinérgicas estaria
mediado a través de una via excitotdxica (Harkany et al. 2002) y se ha descrito que
disminuye la concentracion de los receptores nicotinicos (Liu et al. 2001). Estas
evidencias sugieren que los déficit colinérgicos observados en estadios tempranos
de la EA pueden deberse al efecto toxico del péptido Ab sobre este sistema, siendo
un mecanismo independiente del que provocaria la muerte neuronal posterior
(Blusztajn y Berse 2000).

Por otro lado, el correcto funcionamiento de las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal depende del apropiado suplemento de NGF aportado por las
regiones diana del sistema colinérgico. Asi, la atrofia y pérdida neuronal colinérgica
asociada a la edad tanto en cerebros normales como de EA, no se acompaia de
reduccion en los niveles de NGF en hipocampo y corteza cerebral, pero si a nivel
del prosencéfalo basal, regiébn que alcanza a través de su transporte retrégrado
(Allen et al. 1991; Scott et al. 1995; Hellweg et al. 1998) (Esquema 7). Este
transporte retrogrado de NGF desde los terminales al nucleo celular se consigue

mediante los receptores de NGF de alta afinidad (TrkA), mientras que los
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receptores de baja afinidad (p75) son importantes para la captacion de NGF por la
membrana presinaptica. Los cerebros de EA muestran una reduccién en la
expresion de los receptores TrkA y p75 a nivel del prosencéfalo basal (Mufson et al.
2002), si bien el nivel de expresion de los receptores p75 no varia con respecto a
los cerebros sanos en las areas terminales (Counts et al. 2004) (Esquema 7).
Ademas de su implicacion en la supervivencia de las neuronas colinérgicas, NGF se
ha relacionado con el procesamiento del PPA ya que favorece su metabolizacién a
través de la via no amiloidogénica por activacion de receptores TrkA (Villa et al.
2001), mientras que a través de receptores p75, NGF mediaria la regulacién
transcripcional de la expresion de PPA (Rossner et al. 1998). Finalmente, la
acumulacion extracelular de péptido Ab puede provocar la desestabilizacion de las
membranas presinapticas que contienen los receptores de NGF resultando en una
disrupcion de la sefalizacion a través de esta via (revisado en Salehi et al. 2004).
Por tanto, la atrofia y pérdida de neuronas colinérgicas podria ser debido tanto a
alteraciones bien en el transporte retrogrado de NGF a lo largo de las neuronas
colinérgicas como a su union a los receptores TrkA o su liberacion desde las areas
diana (Mufson et al. 1995; Sofroniew et al. 2001; Capsoni et al. 2000).
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Esquema 7. Representacion de las neuronas colinérgicas en un estado
fisiolégico normal y en pacientes con EA y SD. Obtenido de Isacson et al, 2002
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3.5. El proceso neurodegenerativo en el sindrome de Down:

Consecuencias a nivel cognitivo y la aparicion de demencia

Es generalmente aceptado que los pacientes adultos con SD tienen un mayor
riesgo de desarrollar demencia relacionada con EA respecto a la poblacién general.
Sin embargo, los signos neuropatologicos semejantes a la EA no siempre se
correlacionan con la apariciéon de demencia clinica y al igual que sucede con los
rasgos fenotipicos, existe una gran variabilidad interindividual en la edad de
comienzo de la demencia en las personas con SD y en la evolucién de ésta. Aun
asi, la edad de aparicion es mas temprana (World Health Organisation 1992),
siendo la media de presentacion los 56 afios (Visser et al. 1997). Asi, la
prevalencia es del 9,4% en el rango de edad de 40-49 afios, del 36,1% entre 50-59
anos y del 54,5% para el intervalo de 60-69 afios (Prasher 1995).

El mayor problema con que se enfrenta el clinico a la hora de determinar la
aparicion del deterioro cognitivo en pacientes con SD, es la presencia de un retraso
mental previo que a su vez es muy variable. Para poder realizar un diagnéstico
fiable es importante conocer el punto de partida intelectual y adaptativo del
paciente, ya que pacientes con retraso mental moderado presentan menor riesgo
de padecer demencia que los pacientes con retraso mental profundo o severo
(Oliver et al. 1998). Por otra parte, el hecho de enfrentarnos con un deterioro
intelectual que aparece en la edad adulta, obliga a descartar otros procesos
frecuentes en el SD como el hipotiroidismo, el sindrome de la apnea del suefio, la
depresion o la disminucién de la capacidad auditiva o visual, ya que pueden
provocar trastornos de la conducta que se asemejen a la demencia. Una vez
descartada la comorbilidad con tales patologias, en los pacientes con SD se utilizan
unas escalas de evaluacién psicométrica que han sido progresivamente adaptadas
y perfeccionadas para su aplicaciébn en personas con deficiencia mental previa
(Shultz et al. 2004; Ball et al. 2004; Prasher et al. 2004). Estas herramientas
consideran que para el diagnéstico de demencia es preciso observar cambios
importantes no solamente en la cognicién, sino también en el humor, la conducta y
el funcionamiento social, de acuerdo con los criterios diagnésticos de la DCR-10
(Diagnostic Criteria for Research) que se mantengan o agraven durante un minimo
de 2 anos. Finalmente, es necesario también determinar la evolucion temporal del

declive de las funciones cognitivas. En este sentido, algunos sintomas, como el
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deterioro del lenguaje o los trastornos de la marcha suelen marcar las fases
iniciales del deterioro. Esta progresiva pérdida funcional puede ser utilizada como
un indice de demencia en los pacientes con SD (Cooper y Prasher 1998; Aylward et

al. 1997). Las areas de afectacion son:

1) Memoria. Problemas en la adquisicion de nueva informacién: eventos
sociales, ubicacion de objetos colocados recientemente o tareas rutinarias.

2) Otras funciones cognitivas. Cambios o deterioros en la capacidad de juicio y
el razonamiento, en los habitos, en el aseo personal, etc.

3) Orientacion. Pérdida progresiva de la orientacion en tiempo y espacio.

4) Control emocional, motivacion, conducta social. Cambios en el estado
emocional, irritabilidad, apatia, retraimiento social, cambios de humor,
reduccion de la actividad en general, alucinaciones, apariciéon de conductas

anomalas (agresividad, pérdida de atencion).

Posteriormente se pueden producir trastornos funcionales progresivos con cambios
de personalidad, periodos crecientes de apatia e inactividad, pérdida de las
habilidades de adaptaciéon cotidiana, de la memoria visual, reduccion del lenguaje
expresivo, confusién y desorientacion, hiperreflexia y otros signos neurolégicos
como convulsiones, o estereotipias. Ademas y pese a que no existen signos
neurofisiolégicos que se hayan relacionado con el deterioro neurocognitivo algunos
estudios demuestran que en el EEG de pacientes con SD y demencia aparece un
enlentecimiento progresivo del ritmo occipital dominante que guarda relacion con el

declive cognitivo (Visser et al. 1996).
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4. GENES CANDIDATOS IMPLICADOS EN LOS PROCESOS
NEURODEGENERATIVOS PRESENTES EN EL SINDROME DE DOWN

4.1. Generacion de modelos murinos del cromosoma 21

La mayor parte de estos disbalances de dosis cromosémicas no son viables, pero
en el caso del cromosoma 21 la viabilidad posiblemente reside en la poca densidad
de regiones codificantes de este cromosoma, el menor del genoma humano. En
efecto, el cromosoma 21 (HSA21) es el autosoma humano mas pequefio,
representando el 1-1.5% de la longitud total del genoma haploide. En el afio 2000
fue publicada la secuencia genética completa del brazo largo de este cromosoma
en la que inicialmente se estim6 la presencia de 225 genes (Hattori et al. 2000),
aunque el numero total de genes no esta todavia totalmente establecido.

La mayor parte de los casos de SD son debidos a la trisomia completa del HSA21
(Epstein 2002), siendo la tercera copia predominantemente de origen materno
(Antonarakis et al. 1992; Sherman et al. 1994). Sin embargo, existen casos de SD
originados por trisomias parciales del HSA21, bien debidas a una duplicacién
intersticial del cromosoma o a una translocacion que afecte de manera exclusiva a
este cromosoma. Dentro del HSA21 y a partir de estudios de correlacion
genotipo/fenotipo, se ha acotado una regiéon cromosémica de 54 Mb que se
extiende desde el marcador D21S17 hasta el gen MX1 y BCEI, considerada como
la regibn minima de este cromosoma que debe estar triplicada para observar el
fenotipo propio del SD, la denominada “region critica del sindrome de Down”
(DSCR, Down Syndrome Critical Region) (Delabar et al. 1993; Korenberg et al.
1994; Rahmani et al. 1989). Sin embargo, existen casos de trisomias parciales
diferentes de las que incluyen DSCR y que muestran el fenotipo de SD (Korenberg
et al. 1994), y de hecho, modelos murinos que sobreexpresan la regién ortéloga a
DSCR no presentan todas las caracteristicas tipicas del SD (Olson et al. 2004b).
Por ello, algunos autores han planteado una teoria alternativa al concepto de regién
critica y postulan que el fenotipo observado es causado por la alteracién de la
homeostasis génica y no por la sobreexpresion de determinados genes (Shapiro
1999).
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Asi pues, se ha cuestionado la existencia de unica regiéon cromosémica responsable
de la patologia del SD, e incluso la hipétesis de dosis génica. Sin embargo, la
identificacion en los ultimos afios de genes dosis-sensibles, en los que pequefos
cambios en los niveles de expresién pueden tener consecuencias fenotipicas
importantes abre nuevas vias no solamente para comprender la patogenia de la
enfermedad, sino también para la identificacion de dianas moleculares que puedan
tener un papel protector o quiza incluso revertir las alteraciones presentes en los

pacientes con SD.

En este sentido, el empleo de modelos murinos genéticamente modificados ha
demostrado ser una herramienta muy util para esclarecer la influencia de la
sobreexpresion de un gen o un conjunto de genes en un determinado fenotipo. A
pesar de las diferencias filogenéticas que existen entre ratones y seres humanos, el
genoma de ambos guarda una alta homologia (Mural et al. 2002). En el raton los
genes ortélogos a los del cromosoma 21 humano se localizan en los cromosomas
murinos 16, 17 y 10 (MMU16, MMU17, MMU10, respectivamente) (Esquema 8). El
MMU16 contiene a su vez genes ortélogos de otros cromosomas humanos
(cromosoma 3, 22, 8 y 16). Debido a la elevada sintenia entre el HSA21 y MMU16,
se han generado diversos modelos de ratones trisbmicos para el MMU16 como
modelos del SD (Esquema 8). No obstante, es necesario destacar que ninguno de
los modelos murinos existentes en la actualidad mimetiza perfectamente las
alteraciones cromosomicas observadas en el SD, aunque el modelo Ts65Dn es

posiblemente el que mejor remeda el fenotipo a nivel de sistema nervioso central.
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Esquema 8. Representacion de los genes presentes en cromosoma HSA21
ortélogos en los cromosomas murinos (MMU 16,17, 10) y de los modelos
murinos trisdmicos. (Adaptado de Antonarakis et al., 2004)

Siguiendo la hipotesis del SD de la dosis génica basada en que el fenotipo
observado es consecuencia de la sobreexpresidon de genes especificos, la
generacion de modelos murinos genéticamente modificados para estudiar la
relacion genotipo/fenotipo de los genes del HSA21 (Dierssen et al. 2001) es una
técnica de fundamental importancia para conseguir la identificacion de genes con
relevancia patogenética y el esclarecimiento de las bases moleculares, bioquimicas
y celulares del SD. En muchos casos, se trata de genes expresados en el sistema
nervioso central, con funciones relevantes en la actividad de las neuronas, y que se

expresan durante el desarrollo del tejido nervioso.
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Las estrategias utilizadas para la generacion de modelos de SD en el raton han sido
tres:

1. La generacion de ratones con una copia extra, ya sea completa o parcial, del
cromosoma 16 murino (MMU16) que comparte regiones de sintenia conservada con
el HSA21. Estos modelos constituyen un modelo global de la enfermedad in vivo.

2. La introduccién de fragmentos grandes de DNA (YACs o BACs) en el genoma del
raton.

3. La sobreexpresiébn de un unico gen, o combinacibn de genes, de este
cromosoma que permitirda disecar la participacion de genes individuales en el

fenotipo y realizar experimentos de terapia génica.

El analisis comparativo de los fenotipos observados entre los diferentes modelos
permite una aproximacion a los genes que pueden tener un papel mas relevante en
esta patologia, con las limitaciones propias de estas metodologias (diferentes
fondos genéticos, promotores heterdlogos, modelos inducibles etc). Sin embargo
extraer conclusiones excluyentes sobre la participacién de determinados genes en
el SD resulta muy arriesgado ya que la alteracion del equilibrio génico que esta
teniendo lugar podria estar desencadenando procesos compensatorios que serian

los principales efectores.

Entre los modelos de trisomia, el raton Ts16 presenta una triplicacion de MMU16
(ortélogo a HSA21) constituyendo un modelo potencial de SD (Yokoi et al. 1986;
Reeves et al. 1986). Los fetos trisdbmicos presentan alteraciones cardiacas y una
importante afectacion a nivel del sistema nervioso central caracterizado por
hipoplasia cerebral, déficit en la neurogénesis, degeneracibn de neuronas
colinérgicas hipocampales y alteracion de la corticogénesis y la conectividad
neuronal (revisado en Galdzicki et al. 2001). Desafortunadamente estos ratones no
son viables, por lo que se han desarrollado diferentes estrategias para la obtencién

de ratones con trisomias parciales del MMU16.

Uno de los modelos trisomicos mas estudiados es el ratbn Ts65Dn que presenta
triplicacion de la region comprendida entre el gen App y Znf295 (regién sinténica al
HSA21 y contiene la DSCR) (Davisson et al. 1990; 1993). Este raton es viable,

longevo y presenta muchos de los signos patolégicos de SD entre los que destacan
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las alteraciones craneofaciales (Richtsmeier et al. 2002) y neurales. Asi, diversos
autores han descrito disfunciones cognitivas en este modelo que presenta
alteraciones en memoria espacial (Escorihuela et al. 1995; Demas et al. 1996;
Reeves et al. 1995), memoria de trabajo (Hunter et al. 2003), memoria reciente
(Coussons-Read y Crnic 1996; Holtzman et al. 1996) y discriminacion de contexto
(Hyde y Crnic 2001). Los déficits observados en aprendizaje y memoria, sugieren
una disfuncién a nivel hipocampico y cortical. Efectivamente, en el hipocampo se
han hallado numerosas alteraciones como disminucion en la produccién de AMPc
(Dierssen et al. 1997), cambios en la expresion del receptor p75 (Cooper et al.
2001), alteraciones morfologicas en las espinas del giro dentado y CA1 (Belichenko
et al. 2004), y disrupciones en LTP y LTD (Siarey et al. 1997; Costa y Grybko 2005).
Ademas hay que resaltar, una reduccién en las sinapsis excitatorias de la corteza
temporal (Kurt et al. 2000) y la menor complejidad del arbol dendritico de las
neuronas piramidales de la corteza frontal (Dierssen et al. 2003), que
comprometeria el correcto funcionamiento de la circuiteria cerebral con importantes
implicaciones conductuales. Por otro lado este modelo presenta alteraciones
motoras relevantes caracterizadas por hiperactividad (Coussons-Read y Crnic 1996;
Escorihuela et al. 1995), disfuncion en la coordinacién motora (Costa et al. 1999),
en el patron de la marcha (Hampton et al. 2004) y el equilibrio. Parte de estas
alteraciones podrian estar relacionadas con la disfuncion cerebelar debida a una
reduccion en el volumen cerebelar que se acompafa de una disminucién en la
densidad de las células granulares (Baxter et al. 2000).

El raton Ts65Dn es también un buen modelo para el estudio de la evolucion de EA
ya que muestra varios de los rasgos caracteristicos de la enfermedad como son la
degeneracion colinérgica del prosencéfalo basal asociada a la edad (Holtzman et al.
1996; Granholm et al. 2000) que se acompafa de un incremento compensatorio de
la actividad colinoacetil transferasa en el hipocampo (Seo e Isacson 2005), y de un
fallo en el transporte retrogrado de NGF (Cooper et al. 2001). La expresion de PPA
se encuentra incrementada (Holtzman et al. 1996) y se detecta una mayor cantidad
de péptido Ab con respecto a los animales diploides, aunque no derive en la
formacion de placas seniles en el cerebro de este raton (Hunter et al. 2003; 2004).
Ademas, el ratén Ts65Dn presenta alteraciones en la poblacién glial caracterizada

por hipertrofia y un incremento en el nimero de astrocitos (Holtzman et al. 1996),
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similar a la observada en los cerebros de pacientes con SD (Griffin et al. 1989)

(Esquema 9).

Rasgo Sindrome de Down Ratén Ts65Dn

Crecimiento y desarrollo Crecimiento lento, talla bajay Retraso en el crecimiento y
obesidad aumento de peso

Dismorfogenia craneofacial Si Si

Anomalias hematolégicas e Si Si

inmunitarias

Esterilidad sexo masculino Si Si

Embarazo Dificultades en la ovulacion, Camadas pequenfas, vida
vida reproductora mas corta reproductora mas corta

Hiperactividad En algunos Si

Conductas estereotipicas En algunos Si

Reduccion del volumen del cerebelo Si Si

Alteraciones de la marcha Si Si

Convulsiones En algunos En algunos

Dificultad para interrumpir conductas En algunos Si

inapropiadas

Respuesta al dolor Alterada Alterada

Déficit de aprendizaje y memoria que Si Si

posiblemente implique disfuncién de

hipocampo

Reduccion en la respuesta de las vias Si Si

de senalizacion intraneuronal

Reduccion de receptores TrkA Si Si

conforme la edad avanza

Reduccion del volumen del hipocampo Si Si

Reduccion de espinas dendriticas en Si Si

células piramidales de la corteza

cerebral

Degeneracion de neuronas colinérgicas ~ Si Si

en el telencéfalo basal

Envejecimiento Esperanza de vida mas corta  Esperanza de vida mas corta

El aprendizaje y la memoria Si Si

demuestran declive con la edad

Estrés oxidativo Si Probable

Esquema 9. Similitudes fenotipicas entre el SD y el ratéon Ts65Dn. Adaptado de Patterson y Costa, 2005.

Recientemente se han generado otros modelos con trisomia parcial en la busqueda
de acotar regiones cromosomicas cuya triplicacion fuera suficiente para producir los
rasgos fenotipicos propios del SD. El raton Ts1Cje posee un segmento
cromosomico extra mas corto que el raton Ts65Dn, extendiéndose desde el gen
Sod1 hasta Znf295, pero no incluye Sod17 funcional (Sago et al. 1998). Este modelo,
al igual que el raton Ts65Dn, muestra alteraciones en aprendizaje y memoria pero
menos severas, como se demuestra en la sesién de cambio de posicién de la
plataforma (Sago et al. 1998; 2000) y se caracteriza por presentar hipoactividad
leve. En este modelo no se ha detectado degeneracién colinérgica a nivel del

prosencéfalo basal.
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El raton Ms1Ts65 cuyo segmento extra abarca la region comprendida entre Sod7 y
App y que se obtuvo a partir de los cruces entre Ts65Dn y Ts1Cje permite
determinar la contribucion de la regidon sobreexpresada en Ts65Dn pero no
presente en el raton Ts1Cje. Este modelo presenta una actividad espontanea
normal y alteraciones mas sutiles en memoria y aprendizaje que los otros modelos

trisébmicos (Sago et al. 2000).

El modelo trisémico de mas reciente creacion es el Ts1Rhr, que triplica sélo el 32%
de los genes del ratbn TS65Dn y contiene Unicamente el segmento ortélogo a
DSCR. Con este modelo, los investigadores pretendian remedar de forma mucho
mas certera los rasgos fenotipicos de esa regibn minima que deberia dar lugar a la
mayor parte de los signos de SD. Sin embargo, este ratébn no presenta las
alteraciones craneofaciales observadas en el resto de los modelos trisébmicos
(Olson et al. 2004a) que se corresponden con las descritas en los pacientes con SD
(Delabar et al. 1993; Korenberg et al. 1994). A falta de una caracterizacion
fenotipica mas profunda de este modelo, por ahora solamente se puede afirmar que
la sobreexpresion uUnica de los genes de DSCR no es suficiente para producir la
dismorfologia facial asociada al SD, al menos en el ratén. Si bien es prematuro
adelantar conclusiones, ya que es necesario comprobar si los genes triplicados
estan realmente sobrexpresados en este modelo, estos datos podrian hacernos
revisar los conceptos que hasta ahora se han tomado como establecidos, como la
extension de la region minima o incluso su propia existencia. Es necesario sin
embargo ser cauteloso, ya que se trata de un concepto importante que ha
determinado durante afios las lineas fundamentales de orientacion de la

investigacion en SD.

Debido a que las regiones ftriplicadas en los modelos mencionados hasta aqui
involucran un gran numero de genes, lo cual nos proporciona un modelo del SD,
pero no permite determinar la contribuciobn de genes especificos a fenotipos
concretos, se han generado una serie de modelos que triplican regiones
cromosoémicas mas cortas. Ello permite limitar y acotar el numero de genes
candidatos en trisomia, y por tanto facilita la identificacion de posibles dianas

moleculares con fines terapéuticos.
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Una de las estrategias que en su momento tuvo un gran impacto por su originalidad
fue la generacién de lo que sus autores denominaron “librerias in vivo”. A partir de
una region de 2Mb incluida en la DSCR, se crearon cromosomas artificiales de
levaduras (YAC, Yeast Artificial Chromosome), para originar toda una bateria de
lineas de ratones transgénicos construidos mediante YACs, que presentaban
en triplicado diferentes fragmentos genémicos bien contiguos o bien parcialmente
solapados con los otros (Smith et al. 1995; 1997) (Esquema 10).

YACS GENEs STSs De estas lineas, por diferentes razones
ihime *| o generalmente metodologicas Gnicamente se

estudiaron cuatro (285E6, 141G6, 230E8 y

Pt 152F7). El estudio comparativo de los
f o cuatro modelos mostré que uUnicamente el

raton YAC152F7 presentaba alteraciones

soier I} i en aprendizaje y memoria e hiperactividad

il durante el desarrollo, ademas de un

incremento en el volumen cerebral y en el

MIGH pLil

(4T5KB) [T tamafio neuronal (Branchi et al. 2004), si
iicmy [ 1 bien se observaban asimismo variaciones

rs';f:.-;; fenotipicas en celularidad en el

el | i YAC230ES8.El unico gen que es exclusivo

§HT R

. del fragmento cromosomico 152F7 sin

T

1HSES ian l . aparecer compartido en otros YACs es
(430K b
38Kkl ' DYRK1A, (ver mas abajo). Por tanto, ya en
estos primeros trabajos se identificaba este
Esquema 10. Representacién de la DSCR  gen como un buen candidato para explicar
destallando los 4 YACs empleados para la
generacion de los modelos murinos las alteraciones observadas.

transgénicos. Obtenido de Branchi et al,

2004.

Ademas de este modelo, se han generado otros que sobrexpresan Dyrk1A bajo un
promotor heterélogo, como el que se estudia en el contexto de este proyecto de
Tesis Doctoral y recientemente, utilizando un cromosoma de bacteria que incorpora
unicamente el gen DYRK1A humano completo con su promotor homoélogo, se ha
generado un raton transgénico constituido mediante BAC que sobreexpresa Dyrk1A
y presenta alteraciones cognitivas acompafadas de modificaciones en LTP y LTD

(Ahn et al. 2006).
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4.2. Dyrk1A como gen candidato para el sindrome de Down vy

enfermedad de Alzheimer

En los ultimos afios, numerosas evidencias experimentales han permitido proponer
que DYRK1A es un gen que podria jugar un papel importante en el SD, tanto
durante la gestacion como en la vida adulta actuando sobre diferentes aspectos

estructurales y funcionales del SNC.

DYRK1A (Dual specifity Yak1- Related Kinase) es un gen de copia unica que se
localiza entre las regiones 21922.13 y 21922.2 del HSA21 enmarcado dentro de la
DSCR (Hattori et al. 2000). Clonado en 1996 por diversos grupos de investigacion
(Guimera et al. 1996; Shindoh et al. 1996; Song et al. 1996), DYRK1A se extiende a
lo largo de 150 kb y esta constituido por al menos 14 exones, 11 de los cuales son
codificantes (Wang et al. 1998; Guimera et al. 1999). Da lugar a 2 isoformas
proteicas de 763 y 754 aminoacidos, ésta ultima como resultado del procesamiento

alternativo del exén 6 (Kentrup et al. 1996; Guimera et al. 1999).

DOMINIO QUINASA

SNL DH SHL PEST Ser/Thr
I:=:Eﬂ:l: Esquema 11. Estructura y
ﬂzﬂ:ﬂm dominios funcionales de
I am / "u}-"\ﬂl"u"lll K X histidinas Dyrk1A
Lo

leucinas

DYRK1A codifica para una serin/treonin quinasa de actividad dual de 90 kDa
(Kentrup et al. 1996), que fosforila sustratos exdgenos en residuos serina/treonina y
se autofosforila en residuos tirosina (Becker y Joost 1999; Kentrup et al. 1996;
Wiechmann et al. 2003; Lochhead et al. 2005). El dominio catalitico esta constituido
por 11 subdominios (I-XI) que incluyen un motivo de cuatro leucinas que podria
formar una estructura de cremallera de leucinas, generalmente implicada en
interacciones proteina-proteina o proteina-DNA. Junto al dominio catalitico existe
una secuencia altamente conservada en todas las quinasas de la familia DYRK
particularmente rica en residuos acidicos (DH box) que junto al dominio catalitico
podria ser responsable de la estructura terciaria de la proteina (Becker y Joost
1999; Himpel et al. 2001). DYRK1A presenta a su vez dos sefiales de localizacion

nuclear (SLN), una en el extremo amino terminal (Becker et al. 1998) y otra entre
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los dominios cataliticos X-XI (Alvarez et al. 2003) rica en histidinas responsables de
su localizacién subcelular a nivel del nucleo. En la regién carboxi-terminal del
dominio catalitico se localiza un dominio PEST rico en serinas y treoninas,
posiblemente implicado en la degradacion de las proteinas. Las secuencias del
dominio catalitico y DH-box se encuentran altamente conservadas en los genes
ortélogos de DYRK1A de diferentes especies invertebradas (Mnb en D.
melanogaster; Yak1p, en S. cerevisae; Pomp1 en S. pombe, mbk-1 en C.elegans),
sugiriendo que esta quinasa realiza una funcién evolutivamente conservada en la

regulacion celular (Esquema 11).

La localizacion nuclear de DYRK1A ha sido demostrada por varios grupos de
investigacion (Hammerle et al. 2003; Marti et al. 2003; Alvarez et al. 2003), como lo
ha sido su capacidad de participar en la regulacion de la actividad de diferentes
factores de transcripcion como STATS3, Gli-1, FORKHEAD, elF2B¢, CREB, 14-3-3,
NFAT a través de su fosforilacion (Matsuo et al. 2001; Yang et al. 2001; Kim et al.
2004); (Woods et al. 2001a; 2001b;Mao et al. 2002; Arron et al. 2006). El patrén de
localizacién subcelular de DYRK1A con la posibilidad de translocar a nucleo y la
variedad de sustratos tanto citoplasmaticos como nucleares de esta quinasa,
sugieren la participacion de DYRK1A en una gran variedad de funciones fisiolégicas

y, por tanto, posiblemente en diferentes procesos patologicos (ver Esquema 12)

Antes de iniciar el recorrido por los diferentes hallazgos relativos a DYRK1A es

necesario considerar para su correcta interpretacion los siguientes hechos:

1. La mayor parte de los sustratos de fosforilacion se han identificado in vitro y
para muchos de ellos aun no hay constancia in vivo.

2. DYRK1A participa en el neurodesarrollo, por lo que los efectos de su
desregulaciéon en el adulto pueden ser consecuencia de alteraciones del
neurodesarrollo no compensadas.

3. Su localizacion subcelular puede variar posiblemente con consecuencias

funcionales lo que dota de una gran flexibilidad funcional a este gen
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En concreto DYRK1A se ha implicado en SD debido a su localizacion en DSCR, su

patron de expresion en tejidos fetales y adultos (Guimera et al. 1996; 1999; Shindoh

et al. 1996; Song et al. 1996) y su sobreexpresion en el cerebro de SD y del ratén

Ts65Dn (Guimera et al. 1999). Datos experimentales que se refieren mas abajo han

sugerido que es un gen dosis sensible, por lo que su sobrexpresion podria conducir

a un importante desajuste de diversos procesos celulares.

SUSTRATO

14-3-3

Androgen receptor-
interacting protein 4

(A ripd)

cAMP responsive
elerment hinding protein
(CRER)

Chromatin remodelling
factor SHRE1
Cyeclin L2

Dynamin

Eukaryotic initiation factor
ZBepsilon (el F 2B
Farkhead (F KHR)

Gliomaassociated
oncogene (0L 1)
Glycogen sy nthase

Hurtingtin interacting
protein-1 (Hip-1)

Muclear factor of activated
T cels (HFAT)
Phytanoyl-Cod o-
hydroxylase associated
protein 1 (PAHA-APT
FasMAR kinase pathmay

SF3h1

Signal transducer and
activator of transcription 3
(STATH

tau

LOCALIZACION
SUBCELULAR
nuclear citosolics

nuclear

nuclear

nuclear

nuclear

citosilics
citosolica

nuclear

nuclear
citosdlics

citosilics

rucleat citosolics

citosilics

nuclear citosolica
nuclear

nuclear

citosilics

FUNCION

Regulacion del andarmizje,
proteccion de proteclisis,
defosforilacidn, v secuestro
de protei nas dians
Regulacion de la
transcripcion inducida por
hormonas esternideas
Desarrollo v diferenciacion
neuranal. Flasticidad
singptica. Procesos de
aprendizaje ¥ mermaria
Remodelacion de 13
cromating

Regulacion transcripcional
relacionadan con splicing de
fre- R A

Reciclaie devesiculas
sinapticas endociticas
Regulacion del inicio de |3
traduccidn de rmRmA
Control de la expresidn
dénica por insulingy
requlacion de |3 apoptosis
por factores de superrivencia
Regulacion transcripcional

Regulacidn del metabolisimg
de glucosa

Fosible papel en endoc it osis
y el mantenimiento del
citoesgueleto de actina
Regulacidn del desaralloy
diferenciacion celular
Desconocida, posiblemerite
relacionada con la
enfenmedad de Refsum
Crecirmiento, diferenciaciany
transforrmacian celular
Regulacidn de pre rriRA-
splicing

Activacion de transcripcion

Regulacidn de la dindrmica de
rhicrotibulos Hiperfosforilada
enenfermedad de Alzheimer

Esquema 12. Sustratos de fosforilacion de Dyrk1A
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4.2.1. Patron de expresion de Dyrk1A en SNC

En ratdn se ha detectado un patrén especifico de expresion de Dyrk1A en diversas
regiones del cerebro mediante hibridacion in situ. En estadios embrionarios, Dyrk1A
se expresa de forma ubicua, aunque con mayor intensidad en retina, bulbo olfatorio
y médula espinal, mientras que en el cerebro adulto aparece en corteza cerebral,
cerebelo, en neuronas piramidales del hipocampo y diversos nucleos hipotalamicos
(Song et al. 1996; Guimera et al. 1996; Rahmani et al. 1998) estructuras
severamente afectadas en el SD (Esquema 13). De manera similar, la expresion
proteica de Dyrk1A en ratén se localiza principalmente en bulbo olfatorio, cerebelo,

nucleos motores profundos y cerebelo (Marti et al. 2003).

E15 murino

PD5 murino

Adulto murino

@ Distribucion temporal de DYRK1A

Esquema 13. Expresion espacio-temporal de Dyrk1A en el cerebro

El estudio de expresiéon de la proteina revela una elevada expresion durante los
estadios embrionarios que disminuye gradualmente en etapas postnatales (Okui et
al. 1999), indicando una regulacion diferencial entre la transcripcion del RNAm vy el
recambio proteico. Este patron de expresién tan intenso durante el desarrollo,

sugiere un papel relevante en la neurogénesis y la diferenciacién neuronal.

En el cerebro humano adulto, DYRK1A se expresa en regiones afectadas en SD
como las capas superficiales de la neocorteza, en hipocampo principalmente en
CA1, en nucleo caudado y talamo. El patron de expresion de DYRK1A en cerebro
humano es ligeramente diferente al detectado en cerebro de ratdén adulto y no sélo
varia entre las diversas regiones del cerebro sino también entre diferentes tipos
neuronales dentro de una misma estructura cerebral. A modo de ejemplo, en el

cerebelo humano no se observa marcaje frente a esta proteina (Wegiel et al. 2004),
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mientras que en raton existe una expresion intensa en la corteza cerebelosa (Marti
et al. 2003).

Este patréon temporal de expresion mas intenso y generalizado durante el desarrollo
y mas especifico y restringido en el adulto sugiere funciones diferenciales para este
gen a lo largo de la vida del animal. Ello tiene claras implicaciones en la
interpretacion de las alteraciones observadas en el adulto que pueden ser

especificas o derivadas de la alteracion pre- o postnatal.

4.2.2. Papel de Dyrk1A en el neurodesarrollo

Ademas de su elevada expresién durante el periodo embrionario, otros datos
experimentales sugieren la implicaciéon de Dyrk1A en el desarrollo del SNC. Asi,
tanto la Drosophila mutante con pérdida de funcion de mnb (Tejedor et al. 1995)
como el modelo murino con haploinsuficiencia de Dyrk1A (Dyrk1A+/-) (Fotaki et al.
2002) presentan una reduccion del tamafo cerebral, con mayor afectacién de
ciertas areas. De igual forma, en modelos murinos que sobreexpresan Dyrk1A se
han detectado cambios de tamafio cerebral si bien éstos son dispares. Asi, el ratdén
Ts65Dn presenta una reduccion, mientras que el raton YAC527Fe muestra un
incremento comparado con sus respectivos controles. Estos cambios en el volumen
cerebral parecen ser debidos a cambios en el numero de células generadas durante
el proceso proliferativo del desarrollo postembrionario, involucrando a DYRK1A en
la neurogenesis. De hecho, Dyrk1A se expresa transitoriamente en células neurales
progenitoras durante la transicion desde las divisiones proliferantes hacia las
neurogénicas (Hammerle et al. 2002). Por otro lado, existe una onda de expresion
de la proteina Dyrk1A durante la embriogénesis tardia, concretamente en
poblaciones neuronales que inician la diferenciaciéon (Hammerle et al. 2003). En ese
momento se produce un incremento de su expresidbn a nivel nuclear que
posteriormente se desplaza al cono de crecimiento dendritico donde co-localiza con
dinamina, una molécula implicada en el reciclaje de vesiculas sinapticas y la
internalizacion del receptor, para la que se ha descrito una participacion en el
crecimiento neuritico tanto en Drosophila (Kim y Wu 1987) como en vertebrados.
Estos efectos sobre proliferacion, que pueden derivar en cambios sustanciales en el
tamano del cerebro, podrian estar directamente relacionados con la reducciéon del

tamafio del cerebro de pacientes con SD que se ha sugerido que podria ser
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consecuencia de una hipocelularidad (Becker et al. 1991; Coyle et al. 1986).
Recientemente, se ha involucrado a DYRK1A en las sefiales de transduccién
dependientes de Ras necesarias para la promocion y mantenimiento de la
diferenciacion neuronal (Kelly y Rahmani 2005). Por ello, la sobreexpresion de
DYRK1A podria interferir en la diferenciacién dendritica provocando cambios
importantes durante el desarrollo, perdurables en la etapa adulta con un importante
impacto sobre la conectividad, que dificultaria el procesamiento correcto de la

informacion y contribuiria de este modo a la patologia dendritica presente en el SD.

4.2.3. Papel de Dyrk1A en procesos cognitivos

Los cambios acontecidos durante el desarrollo determinaran el funcionamiento del
SNC durante la etapa adulta y por tanto los efectos de la disregulacién de Dyrk1A
durante etapas embrionarias y fetales condicionaran la eficiencia de los sistemas
neurales a largo plazo. Sin embargo, también se observa expresion de DYRK1A en
el adulto en regiones cerebrales implicadas en funciones cognitivas por lo que no se
puede descartar la implicaciéon de esta proteina en aspectos funcionales especificos
del adulto y no solamente derivados de las alteraciones del neurodesarrollo. El
estudio comparativo de expresion de DYRK1A en humanos utilizando tejidos
procedentes de nifios y adultos (Wegiel et al. 2004), indicé que la maduracion del
cerebro humano aparece asociado a un incremento en el numero de neuronas
DYRK1A positivas y a la acumulacién de esta proteina en el soma neuronal,
dendritas y sinapsis (Wegiel et al. 2004). Afladiendo a su localizacion en la sinapsis
el hecho de que Dyrk1A fosforila dinamina (Chen-Hwang et al. 2002), no se puede
descartar su posible papel en el ensamblaje del aparato endocitico, implicando esta
proteina en la regulacion de la transmision sinaptica y los cambios en su eficacia
subyacentes a los procesos de memoria y aprendizaje. Asimismo, Dyrk1A es capaz
de fosforilar factores de transcripcién asociados a procesos cognitivos como CREB
(Yang et al. 2001) o NFAT (Arron et al. 2006). Finalmente, el hecho de que los
diversos modelos murinos con cambio de dosis de Dyrk1A presenten alteraciones
cognitivas relevantes y que en humanos, DYRK1A se sobreexprese en algunas
estructuras afectadas en SD asociadas al retraso mental, como la neocorteza vy el
hipocampo, refuerzan la hipétesis de la participacion de Dyrk1A en la regulacion de

los procesos cognitivos.
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4.2.4. Papel de Dyrk1A en la funcién motora

La expresion de Dyrk1A en ratéon en areas relacionadas con el control motor como
el cerebelo, la médula espinal y nucleos motores relacionados (Marti et al. 2003)
apuntan a una posible implicacién de este gen en estas funciones. Tanto el ratén
Ts65Dn como los modelos murinos de sobreexpresion de Dyrk1A (TgDyrk1A y
YAC527Fe) muestran hiperactividad, alteraciones motoras moderadas y retraso en
el desarrollo neuromotor (Altafaj et al. 2001; Costa et al. 1999; Hyde et al. 2001;
Branchi et al. 2004), mientras que el modelo murino con haploinsuficiencia de
Dyrk1A muestra hipoactividad (Fotaki et al. 2002). De manera similar, en Drosophila
mutante con reduccién de dosis de mnb se han detectado alteraciones en actividad
locomotora (Tejedor et al. 1995). Estas observaciones involucran a DYRK1A en un
posible desarrollo aberrante del cerebro con consecuencias en la adquisicion de las
habilidades motoras pero posiblemente también en la propia funcionalidad de los
sistemas motores en el adulto. Por tanto no se puede descartar que su
sobreexpresion en SD tuviera consecuencias en la disfuncién motora presente en

estos pacientes.

4.2.5. Papel de Dyrk1A en procesos neurodegenerativos

En la actualidad, no esta bien establecido el papel de DYRK1A en
neurodegeneracion, pero existen indicios que sugieren su participacidon en este
proceso. Por un lado, DYRK1A mantiene su expresion en el cerebro de personas
mayores de 60 afios, aunque se observa una disminucion de al menos un 15% de
las neuronas Dyrk1A positivas en CA1 y corteza cerebral (Wegiel et al. 2004).
Ademas se ha detectado una intensa expresion de la proteina en los cuerpos
amilaceos de origen intracelular que se consideran como una respuesta neuronal
frente al dafio en el envejecimiento y procesos de neurodegeneracion (Mrak et al.
1997; Singhrao et al. 1993). Con la edad se observa a su vez un incremento
generalizado en el numero de astrocitos marcados frente a DYRK1A (Wegiel et al.
2004), lo que no permite descartar la posible implicacion de DYRK1A en la
astrogliosis observada en el SD. Por otro lado, ensayos in vitro han demostrado que
DYRK1A es capaz de fosforilar la proteina asociada a microtibulos Tau en Thr*"?,
un residuo fosforilado en Tau fetal e hiperfosforilado en EA y otras taupatias, que
permite su reconocimiento y fosforilacion por la quinasa GSK3 (Woods et al.
2001a). La posibilidad de que DYRK1A pueda actuar sobre Tau in vivo implicaria
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que su sobreexpresion podria facilitar la hiperfosforilacion de Tau causante de la
formacion de los ovillos neurofibrilares caracteristicos de la EA y presentes en SD.
Por otro lado, al igual que ocurre en la EA, el raton Ts65Dn que contiene triplicado
el gen Dyrk1A, presenta alteraciones en aprendizaje y memoria asociadas a la
degeneracion colinérgica. Estos datos sugieren que la sobreexpresion de DYRK1A
en los pacientes con SD podria estar interviniendo en el envejecimiento prematuro y
la instauracion temprana de patologia similar a la EA, por lo que resulta necesario e

interesante realizar nuevas aproximaciones que esclarezcan esta hipotesis.

4.2.6. Consecuencias de la manipulacioén in vivo del gen Dyrk1A

a) Por pérdida de funcién

La anulacién completa del gen Dyrk1A resulta letal para el ratén (Fotaki et al. 2002)
pero la inactivacion de sélo un alelo (raton heterocigoto Dyrk1A+/-) permite la
supervivencia del raton aunque su viabilidad perinatal estd comprometida en cierta
medida y presenta un retraso general del desarrollo. El cerebro del ratén Dyrk1A+/-
es significativamente mas pequefio que el de sus hermanos de camada control,
existiendo una reduccién desproporcionada en bulbo olfatorio, mesencéfalo y
metencéfalo ventral, si bien la citoarquitectura esta conservada en la mayor parte de
las regiones cerebrales (Fotaki et al. 2002).

Las alteraciones afectan también al tamafio del neuropilo y al aparato dendritico,
como se deduce de las alteraciones observadas en el fenotipo de las células
piramidales de la corteza cerebral de estos ratones. Los ratones con reduccién de
funcion de Dyrk1A muestran un menor tamafio del arbol dendritico con disminucion
muy significativa en el numero de sus espinas (Benavides-Piccione et al. 2005), lo
que indica que es necesaria la dosis suficiente de Dyrk1A para la correcta
maduraciéon neuronal, y que reducciones no muy importantes no pueden ser

compensadas.

b) Por exceso: ratones transgénicos

En muchos casos, pequefios incrementos de dosis de genes unicos practicamente
no producen fenotipo. Sin embargo, los ratones TgDyrk1A presentan un retraso
significativo en el desarrollo neuromotor, alteraciones del aprendizaje y un patrén
locomotor hiperactivo en el adulto (Altafaj et al. 2001). Ello estaria en concordancia

con el patrén de expresion del gen, que es ubicuo durante el neurodesarrollo, y en
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el adulto se concentra en regiones motoras, olfatorias y en algunas estructuras
cerebrales relacionadas con procesos de memoria y aprendizaje. En tareas de
aprendizaje, los ratones TgDyrk1A muestran alteraciones en el aprendizaje visuo-
espacial y en la flexibilidad cognitiva, lo que sugiere que hay alteraciones
subyacentes en hipocampo y en corteza cerebral. Si bien mas leves,
cualitativamente estas alteraciones muestran una similitud clara con las observadas
en el modelo Ts65Dn (ver méas arriba), y si bien es evidente que Dyrk1A no es el
unico gen implicado en el defecto de memoria, estos hallazgos apuntan a que
podria ser uno de los genes candidatos importantes. Por otro lado, ratones
transgénicos de una libreria in vivo de YACs (ver arriba) que contiene Dyrk1A
(YAC152F7) también muestra alteraciones en aprendizaje e hiperactividad, si bien
en este caso la sobreexpresiéon de Dyrk1A, junto con una triada de genes de la
region critica de SD da lugar a un incremento en el tamafio neuronal. Por otra parte,
la sobrexpresion de DYRK1A se asocia en este modelo con un incremento en la
fosforilaciéon de una proteina de ciclo celular, ciclina B1 (Branchi et al. 2004).
Finalmente, recientemente se ha generado un raton transgénico con un BAC que
contiene una unica copia de Dyrk1A simulando asi la dosis de este gen presente en
SD. Estos ratones nuevamente presentan alteraciones en la plasticidad sinaptica

asociadas a cambios en memoria visuo-espacial.

En definitiva, el gen Dyrk1A a través de la proteina que codifica parece desempefiar
una funcion relevante durante el desarrollo neuronal, tanto en procesos de
proliferacion como de diferenciacién, con consecuencias posiblemente sobre
procesos cognitivos y conductuales, pero también en procesos neurodegenerativos.
Quedan por identificar las rutas bioquimicas implicadas en los efectos de Dyrk1A, y
es necesario ser cautos ante las posibles implicaciones futuras de estos hallazgos,
pese a la clara relacion encontrada entre el exceso de copias de este gen y las
disfunciones que ocasiona. Sin duda, entre los genes importantes para explicar el
retraso mental del SD habra otros genes clave. La identificacion de estos genes
representa tan sélo un primer paso en el desarrollo de tratamientos que puedan ser

efectivos.
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5. NEUROPLASTICIDAD IN VIVO EN EL SINDROME DE DOWN

Una de las caracteristicas fundamentales de las primeras etapas de la vida del nifio
es la plasticidad del sistema nervioso sobre la cual se puede influir logrando un
correcto desarrollo biolégico cerebral que sera la base estructural y el fundamento
del desarrollo de esa persona. Los programas de intervencion temprana se realizan
durante los primeros afios de vida del nifio con SD para que adquiera las
progresivas etapas de su desarrollo de la forma mas adecuada y correcta, con el
menor retraso posible respecto a los nifios sin discapacidad (Connolly et al. 1993;
Guralnick 1998). Al mismo tiempo el nifio debe estar inmerso en un ambiente
familiar afectivo, enriquecedor y estimulante, que resulta imprescindible y
fundamental para lograr el maximo desarrollo de las capacidades del nifio. Los
beneficios de estos programas en el SD se han observado especialmente en la
habilidad motora fina y en la actitud social, siendo mas dudosas las mejoras en

cuanto al control motor y los aspectos cognitivos y académicos.

El cerebro es un 6rgano caracterizado por su plasticidad, lo que supone que puede
cambiar en funcion de las sefales del entorno, lo que proporciona una enorme
capacidad de adaptacion. La psicologia del desarrollo ha forjado expresiones como
primer aprendizaje o primera experiencia debido a que la manera de aprender es
totalmente diferente desde un punto de vista cualitativo en los primeros afos de
vida que en etapas posteriores. El denominado enriquecimiento ambiental proviene
de una adaptacion de los trabajos de investigacion de Hebb (Hebb 1949) referidos a
las condiciones ambientales que, comparadas con las condiciones de estabulaciéon
estandar, permiten una mejora de las posibilidades de estimulacion y/o interaccion
fisica y social. El modelo consiste en estabular un grupo grande de animales (7-8)
en jaulas amplias favoreciéndose asi las oportunidades de interaccion social, en las
que ademas se introducen objetos (cajas, ruedas, tuneles, casas, juguetes,
tubos...) que se van intercambiando periédicamente, lo cual permite la interaccion
con estimulos no sociales. Estas condiciones de estabulacién enriquecidas son
suficientes para inducir modificaciones neuronales y conductuales (Mohammed et
al. 2002; Wolfer et al. 2004).
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Uno de los cambios mas espectaculares asociado al enriquecimiento es el
incremento de peso total del cerebro (Wainwright et al. 1993) y del grosor de la
corteza cerebral (Uylings et al. 1978), fundamentalmente la corteza visual,
somatosensorial y frontal posterior. Otras estructuras subcorticales con menor
capacidad plastica que la corteza también experimentan un incremento de tamano,
como es el caso del tubérculo cuadragémino superior, el estriado y el cerebelo
(Greenough y Volkmar 1973). La exposicion a enriquecimiento ambiental influye en
el numero de células observandose un aumento en el numero de neuronas en giro
dentado (Kempermann et al. 1997), si bien el efecto parece ser sobre la
supervivencia neuronal, mientras que el simple ejercicio fisico produce un efecto
proliferativo (van Praag et al. 1999), por lo que el efecto combinado de ambas
actividades podria producir cambios morfolégicos mas destacados. Ademas, se
observa un incremento de la gliogénesis (Sirevaag et al. 1991) sugiriendo un mayor
nivel de actividad cerebral ya que las células gliales, entre otras funciones,

favorecen el aporte metabdlico para la actividad neuronal.

Aparte de cambios en la densidad celular, el enriquecimiento modula a su vez la
citoarquitectura neuronal. Se ha descrito una elongacién de las dendritas y un
mayor numero de ramificaciones dendriticas aumentando asi la complejidad del
arbol dendritico (Fuchs et al. 1990; Kempermann et al. 1997, revisado en van Praag
et al. 2000; Leggio et al. 2005). El enriquecimiento produce ademas, un aumento
del numero de espinas dendriticas, conllevando posiblemente un aumento de
contactos sinapticos (Globus et al. 1973; Rampon et al. 2000). Estos cambios a
nivel de la sinapsis incluyen modificaciones de proteinas sinapticas como
sinaptofisina y PSD-95 en varias regiones del cerebro (Nithianantharajah et al.
2004), incrementos en la proporcién de sinapsis por neurona, del area total de
contacto sindptico y del tamafio sinaptico medio (Uylings et al. 1978; van Praag et
al. 2000).

Los cambios descritos a nivel de la sinapsis afectan a los sistemas de
neurotransmisién y consecuentemente a la transmisién de la informacién que se
traduce a nivel fisiologico en modificaciones conductuales. El enriquecimiento
ambiental incrementa los niveles de algunos neurotransmisores como la acetilcolina

(Rosenzweig y Bennett 1972) y la expresion del gen para el receptor de serotonina
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5-HT1an (Rasmuson et al. 1998) y disminuye la actividad del transporador de
dopamina en algunas regiones cerebrales (Zhu et al. 2005). Por otro lado, se ha
descrito la activacion de noradrenalina, serotonina y acetilcolina como consecuencia
del ejercicio fisico (Chaouloff 1989).Todos estos neurotransmisores participan en el
aprendizaje y la plasticidad sinaptica, asi como en procesos de neurogénesis
(Brezun y Daszuta 1999). Ademas, el enriquecimiento ambiental provoca cambios
en el sistema glutamatérgico con consecuencias sobre LTP (Malenka y Nicoll 1999).
De hecho el enriquecimiento produce cambios de expresion de moléculas en la
cascada del receptor NMDA implicadas en la formacion de LTP y LTD como son la
calmodulina y la neurogranina (Rampon et al. 2000) y en la funcionalidad de los
receptores NMDA (Bredy et al. 2004) y AMPA (Gagne et al. 1998; Naka et al. 2005).

5.1. Efectos conductuales del enriquecimiento ambiental

Durante afios se ha demostrado que el enriquecimiento ambiental produce efectos
positivos en aprendizaje y memoria, especialmente en tareas de memoria
visuoespacial dependiente de hipocampo (Falkenberg et al. 1992; Paylor et al.
1992; Tees et al. 1990; Kempermann et al. 1998; Leggio et al. 2005) que se han
correlacionado con un incremento de la neurogénesis en esta estructura (Bruel-
Jungerman et al. 2005). El efecto sobre la memoria reciente es menos claro, ya que
mientras unos autores apuntan una mejoria tanto en la adquisicion como en la

retencion, otros no hallan diferencias importantes (Ough et al. 1972).

Los efectos del enriquecimiento sobre la emotividad han sido menos descritos y
resultan mas cuestionables. Mientras algunos autores indican una falta de efecto
(Fernandez-Teruel et al. 1997; Renner y Rosenzweig 1987), otros han descrito que
los animales enriquecidos sufren una disminuciéon de la reactividad emocional en
pruebas clasicas como el laberinto elevado en cruz o el campo abierto (Chamove
1989; Escorihuela et al. 1994). Efectivamente, la cepa de ratones BALB/c descrita
como patolégicamente ansiosa (Griebel et al. 1993; Trullas y Skolnick 1993),
disminuye su ansiedad tras enriquecimiento (Chapillon et al. 1999). Sin embargo,
cuando a los animales se les somete a pruebas experimentales mas agresivas
como introducir un olor de un depredador en la jaula la ansiedad aumenta en los

animales enriquecidos (Roy et al. 2001). En realidad, todas estas pruebas miden

66



Introduccion

distintos aspectos de las respuestas emocionales controladas por diferentes
sustratos bioldgicos, por lo que el grado de influencia del enriquecimiento ambiental
sobre ellas puede ser variable.

El enriqguecimiento ambiental mejora a su vez algunos aspectos sensoriomotores.
En ratones C57BL/6 el enriquecimiento postnatal modula la maduracién del sistema
visual modificando la agudeza visual (Prusky et al. 2000; Cancedda et al. 2004), de
hecho una de las estructuras mas engrosadas tras enriquecimiento es la corteza
visual. Ademas se ha descrito que los ratones C3H escalan mejor al estar
estabulados en un ambiente enriquecido (Benaroya-Milshtein et al. 2004). El efecto
del enriquecimiento sobre la actividad es muy variable en ratones. Asi, en la cepa
BXSB se produce un incremento de actividad locomotora (Boehm et al. 1996)
mientras que en BALB/c y C57BL/6 no se observan variaciones (Chapillon et al.
1999).

Finalmente, el enriquecimiento ambiental puede afectar a la actividad exploratoria.
En experimentos realizados en rata utilizando la prueba de la tabla de agujeros, se
observé un aumento del niumero de exploraciones y del tiempo de exploracién

(Escorihuela et al. 1994; Fernandez-Teruel et al. 1992).

5.2. Efectos del enriquecimiento en modelos murinos de enfermedades

neurolégicas de SNC

Los resultados beneficiosos del enriquecimiento ambiental no sélo han sido
demostrados en animales sanos. Efectivamente, en varios modelos murinos de
enfermedades neurolégicas se observa cierta reversion de las alteraciones
asociadas a la patologia. Es el caso del modelo murino del sindrome de X fragil,
enfermedad que cursa con retraso mental (Grossman et al. 2001; Restivo et al.
2005) o el modelo de anulacién de la subunidad 1 del receptor de NMDA en CA1
(Rampon et al. 2000), en los que se ha descrito cierto rescate de los déficit
cognitivos en la realizacion de pruebas de aprendizaje y memoria. El
enriquecimiento ambiental temprano incluso puede modular la funcién motora como
se ha visto en el modelo murino de Huntington en el que se previene la pérdida de
volumen cerebral y se retrasa la instauracion de alteraciones motoras (Hockly et al.

2002; Spires et al. 2004a), pero no se consigue revertir las alteraciones del fenotipo
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dendritico que se caracteriza por una disminucién tanto en la densidad como en la
longitud de las espinas dendriticas (Spires et al. 2004b). La estabulacion en
condiciones enriquecidas de los animales del modelo de enfermedad de Parkinson
inducido mediante inyeccion de MPTP, reduce la intensidad del dafio neuronal
(Faherty et al. 2005).

Por ultimo, el enriquecimiento ambiental puede paliar los efectos degenerativos
asociados al envejecimiento. Datos provenientes de estudios epidemiolégicos
indican una relacion inversa entre el “nivel educativo” y el riesgo de EA (Evans et al.
1997) lo que se ha interpretado como que la actividad intelectual tendria un efecto
neuroprotector. De hecho, el enriquecimiento ambiental en modelos transgénicos de
EA provoca una pronunciada reduccion de los niveles de péptido Ab y de los
depositos amiloides (Lazarov et al. 2005) asi como una recuperacion de los déficit
en memoria visuo-espacial (Arendash et al. 2004).La pérdida sinaptica asociada a
la edad puede ser prevenida mediante enriquecimiento ambiental (Saito et al.
1994). A nivel conductual, el enriquecimiento ambiental de forma continuada (no
ocasional) en animales viejos, retrasa la aparicion de alteraciones en aprendizaje y
memoria visuo-espacial relacionadas con el envejecimiento (Fernandez-Teruel et al.
1997; Steimer et al. 1998; Frick et al. 2003; Bennett et al. 2006), y mejora otros
parametros como la actividad motora y exploratoria, especialmente en los animales
viejos que no poseen alteraciones importantes previas (Fernandez et al. 2004), por
lo que el enriquecimiento ambiental aplicado incluso a edades adultas, produce
cambios sustanciales en la plasticidad sinaptica que repercuten beneficiosamente

en el proceso degenerativo del envejecimiento (Kohl et al. 2002).

En modelos de SD, se han realizado estudios de enriquecimiento ambiental en el
raton Ts65Dn. Sin embargo, los efectos sobre la actividad motora y la memoria
espacial muestran una fuerte dependencia del sexo (Martinez-Cue et al. 2002). Asi,
en los ratones macho se observo un incremento de la actividad mientras que en las
hembras se redujo, probablemente debido a una disrupcion de la conducta
espontanea como consecuencia del enriquecimiento. En cuanto a la memoria
visuoespacial, mientras que en las hembras trisomicas ayudé a revertir el déficit, en
los machos control no modificé el aprendizaje y empeord en la ejecucion de los
ratones Ts65Dn machos. De hecho, recientemente se ha sugerido que el exceso de

estimulacién social o fisica en los ratones macho de este modelo podria afectar a la
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cognicion a través de la alteracion de componentes emocionales y conductuales del
proceso de aprendizaje (Martinez-Cue et al. 2005). Asi, los animales macho
trisobmicos presentan mayor subordinacion que los controles, por lo que un ambiente
enriquecido asociado a un incremento de los estimulos sociales y fisicos aumenta
su grado de estrés repercutiendo en los procesos cognitivos. Los resultados
comportamentales obtenidos en este modelo se correlacionan con cambios
neuromorfoldgicos. Asi, mientras las hembras control muestran un incremento en la
complejidad dendritica y en el nUmero de espinas tras el enriquecimiento ambiental,
en las ratonas Ts65Dn no se observa una alteracién ni en el nimero ni en la
densidad de las espinas (Dierssen et al. 2003), sugiriendo que las alteraciones en la
circuiteria cerebral limitan tanto la capacidad de plasticidad sinaptica que no pueden
ser revertidas mediante el enriquecimiento ambiental, por lo que los beneficios a
nivel conductual no resultan llamativos.
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Hipétesis y objetivos

1. HIPOTESIS

La hipétesis del efecto de dosis génica en el sindrome de Down (SD) se basa en
que el desequilibrio de dosis de genes especificos conduciria a niveles elevados de
proteinas concretas con consecuencias fenotipicas. Sin embargo soélo algunos de
ellos podran tener consecuencias observables debido a posibles efectos
compensatorios. Proponemos que Dyrk1A es uno de esos genes dosis-sensibles
que en base a su patrén de expresion y a los sustratos de fosforilacion identificados,
podria participar en las alteraciones motoras, cognitivas y el proceso
neuropatoldgico tipo EA en personas con SD a través de la afectacion de la

neuritogénesis y la neuroplasticidad.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral consiste en determinar el papel del gen
DYRK1A en el proceso degenerativo presente en el SD, tanto durante el
neurodesarrollo como el asociado al envejecimiento y sus mecanismos
patogenéticos, utilizando como aproximacion experimental modelos de raton
genéticamente modificados con diferente dosis de este gen. Se aborda la
descripcion y caracterizacion del impacto de cambios en los niveles de expresion de
Dyrk1A en el proceso neurodegenerativo y se estudian los aspectos mecanisticos
que posiblemente subyacen a estos procesos, tanto a nivel neuroquimico,
centrandonos en dos sistemas de neurotransmision especificamente relacionados
con funcién cognitiva, como a nivel celular, donde principalmente abordamos

aspectos relacionados con neuritogénesis.

Los objetivos concretos son:

1. Determinar la implicacion de Dyrk1A en el proceso neurodegenerativo
asociado al envejecimiento en el SD analizando los cambios provocados
con la edad en el patrobn conductual y cognitivo de modelos murinos con
diferente dosis de este gen y relacionandolos con las alteraciones
fenotipicas del SD.

2. Dilucidar las alteraciones en los sistemas de neurotransmision afectados
por el incremento o la reduccion de expresion de Dyrk1A, subyacentes a
las alteraciones cognitivas y conductuales.

3. Estudiar los cambios celulares provocados por la sobreexpresion de Dyrk1A
en el proceso de neuritogénesis y en la dinamica de la actina.

4. Analizar la afectacion de la neuroplasticidad derivada de la sobreexpresion

de Dyrk1A mediante experimentos de enriquecimiento ambiental.
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Materiales y métodos

1. MODELOS ANIMALES

Para la realizacion de los experimentos se han empleado dos modelos de ratones
genéticamente modificados con diferentes niveles de expresion de Dyrk1A: un
modelo de haploinsuficiencia (Dyrk1A+/-) y un modelo de sobreexpresion del gen
(TgDyrk1A).

El modelo murino de pérdida de funcion de Dyrk1A fue generado por la Dra M.
Arbonés sobre un fondo genético mixto C57BL/6-129/Ola (Fotaki et al. 2002). El
raton con anulacion total del gen Dyrk1A no es viable y fallece entre los dias E10.5-
E13.5 de gestaciéon. Por ese motivo, para la realizacién de los experimentos se ha
utilizado el modelo murino de haploinsuficiencia con una Unica copia del gen murino
Dyrk1A (Dyrk1A+/-) utilizandose como animales control sus hermanos de camada
no haploinsuficientes (DyrK1A+/+). Los animales empleados en los experimentos se
obtuvieron a partir del cruce de hembras Dyrk1A+/+ con machos Dyrk1A+/-. El
estudio de este modelo permite comprender el impacto de cambio de dosis frente a

la pérdida completa de funcién.

El raton transgénico de sobreexpresion de Dyrk1A (TgDyrk1A) habia sido generado
por la Dra C. Fillat mediante microinyeccion del transgén en embriones extraidos de
hembras C57BL/6J/SJL (Charles River, Espafia) y posterior reimplantacién en
hembras pseudogestantes. El transgén se construyé empleando la secuencia del
gen Dyrk1A de rata que presenta una elevada conservacion con su homoélogo en
raton (Song et al. 1996) y para su regulacion se situ6 bajo el promotor de la
metalotioneina del cordero (sMT-la) que es inducible por zinc (Altafaj et al. 2001) si
bien en nuestros experimentos se utilizd el modelo sin induccién. Para la realizaciéon
de los experimentos se han empleado dos lineas diferentes de este modelo con
distintos puntos de insercion en el genoma del ratén para descartar posibles efectos
posicionales en el analisis del fenotipo. Ambas lineas poseen diferente nimero de
copias del transgén (linea 9, 2 copias y linea 33, 5 copias), si bien el nivel de
sobreexpresién de proteina es comparable (Altafaj et al. 2001). La colonia se ha
mantenido mediante el cruce de machos transgénicos con hembras C57BL/6J/SJL.
En los experimentos se han considerado como controles aquellos hermanos de

camada que no presentaban el transgén.
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La genotipacién de ambos modelos se realiz6 mediante PCR a partir del DNA
gendémico obtenido de la cola del animal. En el caso de los ratones Dyrk1A+/- se
empleo la combinacion de cebadores neoT (5-ATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATC
GCC-3’), Dyrk1A-P1 (5-CTTATGACAGAGTGGAGCAA-3') y Dyrk1A-P2 (5-
CGTGAT GAGCCCTTACCTATG-3’). En el caso de los ratones TgDyrk1A se
utilizaron el par de cebadores DyrkF (5-GTCCAAACTCATCAATGTATC-3’) y DyrkR
(5-CTTGAGCACAG CACTGTT-3).

Tras la genotipacion, los animales fueron separados en funcion del sexo y los
hermanos de camada se estabularon compartiendo la misma jaula en grupos de un
maximo de 5 animales por jaula con acceso libre a comida y agua. Las colonias de
animales se mantuvieron en dos estabularios diferentes, inicialmente en el
perteneciente al Institut de Recerca Oncologica (IRO) y de forma posterior, debido
al traslado de laboratorio al centro de Regulacion Gendmica, en el Institut Municipal
de Investigacions Meédiques (IMIM), siendo en ambos casos, las condiciones
ambientales de estabulacion referentes a la humedad (60%) y temperatura
(21£2°C) las recomendadas por FELASA y con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h
(07:00-19:00).

Los experimentos se han realizaron siguiendo los procedimientos aprobados por el
comité ético del Institut de Recerca Oncologica y del Parc de Recerca Biomedica de
Barcelona, cumpliendo la normativa establecida por las directrices de la Comunidad
Europea 86/609/EEC para el apropiado cuidado y uso de animales con fines de

investigacion.

2. CARACTERIZACION CONDUCTUAL

Los experimentos se realizaron en dos cortes diferentes de edad: animales adultos
y animales viejos. Para los experimentos realizados en la etapa adulta se
emplearon animales con edades comprendidas entre 7 y 12 meses, mientras que
los animales viejos oscilaban entre 20 a 24 meses de edad. En el caso del modelo
de haploinsuficiencia, debido a las dificultades en la generacién de un gran nimero
de animales, se han utilizado ambos sexos, mientras que en el modelo de
transgénesis solo se han empleado animales machos en los experimentos. Esta

misma razon ha determinado que algunos de los experimentos se hayan realizado
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Unicamente en el modelo transgénico. Las pruebas conductuales en los
experimentos de enriquecimiento ambiental se realizaron con ratones de 2 meses
de edad.

Durante la ultima década, la fenotipacibn conductual de modelos murinos
genéticamente modificados ha adquirido una gran relevancia en el estudio de genes
candidatos que participan en procesos relacionados con el SNC, convirtiéndose en
una herramienta imprescindible para determinar la implicacion de ciertos genes en
las patologias del SNC. En la actualidad, la evaluacion conductual esta muy
extendida y existen protocolos firmemente establecidos muy rigurosos con las
condiciones de actuacion, que permiten la replicacion de los resultados entre

laboratorios.

Ademas del mantenimiento estable de las condiciones ambientales (nivel de luz,
nivel basal de ruido, temperatura y humedad) durante la experimentacién, para
reducir el estrés del animal, es importante habituarlo al manejo por parte del
experimentador, para ello, durante al menos 4-6 dias antes a la prueba, cada
animal fue manipulado durante 3 min exhaustivamente. Las pruebas se realizaron
en un laboratorio separado espacialmente de la zona de estabulacién en la misma
franja horaria del dia, coincidiendo con las primeras horas del comienzo del ciclo de
luz clara, durante un margen de tiempo no superior a tres horas. Para minimizar la
posible influencia de unas pruebas conductuales sobre las otras, éstas se realizaron
secuencialmente con una graduacion ascendente de estrés. En todo caso, si a
pesar de estas medidas, se observaban signos de estrés (como estereotipias o

conductas de flotacion) los animales que las manifestaban eran descartados.

Por otro lado, debido a la gran variabilidad interindividual existente, en las pruebas
conductuales es necesario emplear un numero de animales (N) elevado. En esta
tesis, siempre que la disponibilidad lo ha permitido se empleé una N de animales

superior a 10 para los experimentos conductuales.

Ademas de las baterias generales somatosensoriales y neurologicas, se han

empleado pruebas especificas neuropsiquiatricas y cognitivas.
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2.1. Pruebas neurosensoriales y sensoriomotoras

Al iniciar la caracterizacion del fenotipo conductual de un modelo murino es
importante realizar una serie de experimentos que permiten detectar alteraciones
importantes en los diferentes sistemas neurosensoriales. De este modo, si la
integridad de los sistemas es la adecuada, podemos descartar la influencia de
elementos inespecificos en las alteraciones observadas en pruebas de una mayor
complejidad y podran diseccionarse mas facilmente los sistemas neurales

afectados.

La evaluacién neurosensorial inicial se realizd basandose en la bateria primaria de
pruebas del protocolo SHIRPA (Rogers et al. 1997). La utilizacion de este protocolo
en la evaluacion neurologica esta muy extendida actualmente, siendo una
herramienta fundamental en los proyectos de caracterizacion de modelos murinos
genéticamente modificados. Esta bateria esta aceptada dentro de la plataforma
europea de fenotipacion EUMORPHIA, a la cual pertenece nuestro grupo. La
bateria primaria de pruebas del SHIRPA se basa en 40 medidas semicuantitativas
cuyo objetivo es obtener una evaluacién preliminar de la integridad de los sistemas
neurosensoriales. Se trata de un protocolo observacional en el que se coloca el
ratéon en el interior de un cubiculo cilindrico transparente de Perpex (15 cm alto, 11
cm didmetro) y se observa durante 5 min su comportamiento registrando actividad,
estereotipias realizadas, aspecto general, erizamiento del pelo. Posteriormente se
pesa al animal y se traslada a una caja de metacrilato transparente (56 X 34 X 19
cm) en la que se realizan las pruebas. En la tabla adjunta (ver a continuacién) se
describe cada prueba realizada y su valoracion, asi como los sistemas

neurosensoriales involucrados.
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PRUEBA

Respuesta de
alcance

Capacidad visual

Respuesta de
sobresalto

Enroscamiento

Reflejo
enderezamiento

Geotaxia
negativa

Reflejo corneal

Reflejo de
retirada de
pabellén auricular

Respuesta de
escape

Reflejo de
retirada de la
pata

Piloereccion

Elevacion de la
cola

DESCRIPCION

Cogiendo al animal
por la cola se acerca
a una superficie plana

Sujetando al animal
en suspension por la
cola se le acerca un
lapiz

Se produce un sonido
de 50 db mecanico

Se coge al animal por
la cola

Se lanza al animal
produciendo un giro

Se coloca al animal
mirando hacia abajo

en una gradilla
metalica

Se acerca una
torunda al ojo del
animal

Se toca el extremo del
pabellén auditivo con
una torunda

Se toca la espalda del
animal con el dedo

Con unas pinzas se
presiona la  pata
trasera del animal en
la articulacion

Se observa el grado
de elevacion de la
cola

VALORACION

0 = no extiende las patas

1 = extiende tras el contacto con la
superficie

2 = extiende tras el contacto de bigotes
3 = antes de contactar con los bigotes
4 = extiende las patas al iniciar el
acercamiento

0 = no extiende las patas

1 = extiende tras el contacto con el lapiz
2 = extiende antes de contactar con los
bigotes

0 = sin reaccion

1 = mueve pabellén auricular

2 =salta1cm

3 =saltamas de 1 cm

0 = sin enroscamiento
1 = enroscamiento

0 = cae sobre las patas

1 = cae de lado y se incorpora

2 = cae de espaldas y se incorpora

3 = cae de espaldas y no puede girarse
0 = gira y asciende por la gradilla

1 = gira y se queda parado

2 = se mueve pero sin girar

3 = no se mueve en 30 segundos

4 = se cae

0 = sin reaccion

1 = un parpadeo

2 = multiples parpadeos

0 = sin reaccion

1 = retrae un poco el pabellén auricular
2 = retrae muchas veces el pabellén
auricular

0 = sin reaccion

1 = escapa tras tocarlo con firmeza

2 = escapa rapidamente tras un

leve toque

3 = escapa solo al aproximarse

0 = sin reaccion

1 = retraccion de la pata suave

2 = retraccion de la pata moderada

3 = retraccion de la pata rapida

4 = retraccion de la pata muy vigoroso y
repetido

0 = ausente
1 = presente
0 = flacida

1 = posicién horizontal
2 = elevada (cola de Straub)

Materiales y métodos

SISTEMA
NEUROSENSORIAL

Vision/ Vestibular

Vision

Audicion

Sistema vestibular

Sistema vestibular

Sistema vestibular
Fuerza muscular

Reflejo corneal

Tacto

Tacto/ Reflejo

Nocicepcion

Ansiedad/excitacion

Ansiedad/excitacion
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Como pruebas complementarias a la bateria SHIRPA se ha realizado un analisis
exhaustivo del fenotipo neurologico en los modelos utilizados. Para ello se ha
empleado una bateria de pruebas neuromotoras:

e de equilibrio

e de coordinacion (percha, rodillo giratorio, cinta giratoria sinfin)

e de fuerza muscular

e de natacion

e analisis de la marcha (paw print)

Prueba de equilibrio

Esta prueba permite evaluar el equilibrio del ratéon y depende de la

integridad del sistema vestibular para su correcta realizacion.

Brevemente, la prueba consiste en colocar al raton en el centro de
una barra de madera (50 cm largo x 12 mm ancho) elevada a una altura de 40 cm
durante un periodo de 40 s. Se evalia asignando diferentes puntuaciones en
funciéon de la actividad que el raton desarrolla en la barra, de este modo si el ratén
cae la puntuacioén sera 0, si se mantiene en el centro de la barra sera 1, si se mueve
del centro 2, y 3 si se desplaza hasta el extremo de la barra. También se registra el

tiempo que permanece en la barra mediante la latencia de caida.

Prueba de Ia percha
La prueba de la percha se utiliza para analizar el reflejo prensil, la

capacidad de traccion y la coordinacion motora. Consiste en una

percha metalica elevada 40 cm sobre el suelo. El reflejo prensil se

evalua suspendiendo al ratén de la percha por las extremidades delanteras durante
5 s. Se puntua: 0 si cae y 1 si se mantiene agarrado a la percha. La capacidad de
traccion puede medirse en funcion del nimero de patas traseras que el animal
consigue elevar a la percha, la puntuacion sera 0 si no consigue alzar las patas, 1 si
eleva una pata y 2 si logra alzar las dos patas traseras. Se realizan tres ensayos
consecutivos de esta prueba. Finalmente, se coloca de nuevo el animal en la
percha y durante 60 s se registra la latencia de caida, la latencia de llegada al

extremo de la percha y el numero de desplazamientos realizados.
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Prueba de fuerza muscular

La fuerza muscular ejercida por las patas delanteras fue
evaluada empleando un procedimiento descrito por Meyer
(Meyer et al. 1979) y adaptado por Costa (Costa et al. 1999). Se

emplea un dinamdémetro acoplado a una rejilla que se activa al aplicar una fuerza

sobre ella (Grip Strength Meter, Bioseb, Francia). Se realizaron dos ensayos: en el
primer ensayo, el animal se sostiene por la cola y se colocan sus patas delanteras
sobre la rejilla. Seguidamente se ejerce una suave traccién sobre la cola en la
direccion opuesta al aparato de modo que el animal debe vencer la fuerza ejercida
sujetandose a la rejilla; en un segundo ensayo, se utiliza la modificacién realizada
por Costa (Costa et al. 1999) en la que para evitar el componente humano de la
prueba, se coloca al animal verticalmente asido del extremo de la rejilla. En este
caso el animal debe sujetarse y vencer la fuerza constante ejercida por la gravedad
y Su propio peso para evitar la caida sobre una superficie esponjosa colocada 25
cm por debajo del aparato. Por ello, los datos obtenidos se corrigen en funciéon del

peso de cada animal.

Analisis de la marcha
. * El patrén de la marcha fue evaluado empleando un método previamente
descrito por Barlow (Barlow et al. 1996). Se utiliza un tunel estrecho,
largo y oscuro de plexiglax (10 x 10 x 70 cm) con una hoja de papel de
filtro en la base que permite obtener marcas de tinta en cada pisada. Se
analiza un tramo mas corto que la longitud del tunel para evitar
artefactos en la prueba propios de la trayectoria o debidos a elementos
aversivos y no a las posibles alteraciones motoras existentes. Las patas
traseras se tifien con tinta no toxica y al animal se le coloca en el inicio del tdnel.
Los ratones de forma espontanea tienden a entrar en el tunel y lo recorren dejando
la impronta de sus huellas registrada en el papel. Se realizaron tres ensayos por
animal. Para el analisis de los registros de las pisadas se seleccionaron tramos
continuos de 20 cm en los que la marcha era constante excluyendo las huellas
iniciales y finales. Se analiz6 la longitud de paso definida como la distancia media
existente entre dos pisadas realizadas con la misma extremidad, y la anchura de
paso que hace referencia a la distancia media existente entre la pisada izquierda y

derecha.
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Rodillo giratorio (Rotarod)
LV

rTrOT

El rodillo giratorio (PANLAB SA, Espafia) consiste en unos rodillos

(5 cm de diametro y 10 cm de largo) elevados a 20 cm del suelo

que pueden girar a diferentes velocidades constantes entre 4 y 40

rpm o generar un ciclo de aceleracion.
Los ratones se colocan sobre los rodillos perpendicularmente al eje de rotacion y en
direccién contraria al movimiento y deben mantener el equilibrio sobre el rodillo en
movimiento. En la base del aparato hay unas placas magnéticas acopladas a un
sistema que detecta la caida del ratdn y se registra el tiempo de permanencia sobre
el rodillo. Esta prueba permite analizar el aprendizaje motor, la coordinacion motora
y el equilibrio. Para estudiar el aprendizaje motor se sometié al ratébn a sesiones
repetidas a la velocidad de rotacibn minima de los rodillos (4 rpm). Se considera
que ha aprendido la tarea en el momento en que el ratdbn puede mantenerse sobre
el rodillo durante 180 min (criterio de ejecucion). Se registré el niumero de sesiones
que se habian requerido para alcanzar el criterio de ejecucion. Para el analisis de la
coordinacién motora se registra la latencia de caida durante varias sesiones
consecutivas a velocidades constantes crecientes de rotacion del rodillo (7, 10, 14,
24 y 34 rpm), hasta un tiempo maximo de permanencia de 5 min. Finalmente, se
sometié a los animales a un ciclo de aceleracién en el que la velocidad del rodillo
pasa de 4 a 40 rpm en 1 min de tiempo. En todos los casos, el tiempo de

recuperacion entre ensayos fue de 20 min.

Cinta giratoria sinfin (treadmill)
La cinta giratoria sinfin permite estudiar la marcha y la

coordinacién motora. Consiste en una cinta de 50 cm de largo y

20 cm de ancho que puede girar a diferentes velocidades entre 5
y 150 cm/s y a la que se puede proporcionar una inclinacién variable (de 0° a 45°)
(PANLAB SA, Esparia). Al final de la cinta se sitia una rejilla electrificada que
administra un shock de 0.4 mA en las patas si el animal no es capaz de andar. Al
inicio del experimento, el animal se coloca en el extremo de la cinta orientado en
direccion contraria al sentido del movimiento. Se registran el nUmero de descargas
recibidas (nUmero de shock) y el tiempo acumulado que el ratdén pasa sobre la rejilla
sin reiniciar el movimiento sobre la cinta (tiempo de shock). Para evaluar el

aprendizaje motor, se realizaron 2 ensayos a la velocidad minima (5 rpm) con una
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inclinacién de 5 grados durante un tiempo maximo de 1 min. Posteriormente, con el
fin de incrementar la dificultad de la tarea, se aumenté la inclinacién (20 grados) y
se realizaron diferentes ensayos a velocidades constantes crecientes (5, 10, 20, 30,
40 rpm) de una duracion de 1 min. Se dejaron 20 min de descanso entre sesiones

para permitir la recuperacion de los animales.

Prueba de natacién

El estudio del patron de natacién permite poner de manifiesto diferencias y
alteraciones motoras sutiles que de otra manera son dificiles de detectar. Por otra
parte es util para determinar patrones aberrantes de nataciéon que podrian interferir
con la realizacion de algunas de las pruebas de aprendizaje. Para la realizacion de
la prueba, los animales se colocan en el centro de un tanque de agua (120 cm de
diametro y 50 cm de profundidad) y mediante una camara acoplada a un sistema de
grabacion de movimiento (SMART, PANLAB SA, Espafia) se registra la trayectoria
del raton durante 10 min. La temperatura del agua es de 24°+1 con el fin de reducir
las condiciones estresantes de la prueba. El posterior analisis de las trayectorias se
realiza mediante el programa Wintrack 2.4 (Wolfer et al. 2001) que permite calcular
una serie de parametros como la distancia recorrida, la velocidad de natacion,
latencia de inicio de movimiento, el tiempo de inmovilidad en el agua, el nimero de
paradas, los cambios de direccion, la duracién del inicio del movimiento y la
tortuosidad, que proporcionan un analisis exhaustivo del patron locomotor seguido

por cada animal.
2.2. Estudio de actividad y conducta relacionada con ansiedad
Estudio de la actividad locomotora

La actividad motora se ha evaluado en dos condiciones diferentes: en un entorno

familiar como es la jaula de actividad y en un entorno novedoso en la prueba del

campo abierto.

La actividad basal se estudié en una caja de estabulacion con
una rueda giratoria de libre acceso (11.5 cm de diametro y una

superficie de 5 cm de ancho) acoplada a un contador magnético

digital (PANLAB SA, Espafa) que se activa con el movimiento
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de la rueda. Los animales se estabularon individualmente, y se registré el numero
de revoluciones durante 72 h.

Mediante la prueba del campo abierto se evalu6 la modificacién
de la actividad basal en un entorno novedoso. El aparato

consiste en una superficie de plexiglas blanca de 100 x 100 cm

cuyo suelo se divide en 25 cuadrantes de 20 x 20 cm mediante
lineas negras y con paredes de 50 cm de altura. Los ratones se

colocaron en el centro de la arena y durante 5 min se registré la trayectoria de los
animales mediante un sistema de grabacion situado por encima del aparato que
estaba a su vez acoplado a un sistema informatico encargado de procesar la sefial
(SMART, System Motor Activity Record and Tracking, PANLAB SA, Espafia). Con
este sistema se puede analizar la actividad horizontal del animal a través de
parametros como la distancia recorrida y la velocidad media. Ademas, permite
diferenciar la actividad realizada en una zona central virtual (cuadrado central de 80
x 80 cm) considerada mas ansiogénica, lo que permite evaluar el nivel de ansiedad.
La actividad vertical fue registrada manualmente por el experimentador y hace
referencia al nUmero de enderezamientos. La prueba se realiz6 en condiciones

poco aversivas (luz blanca 50 luxes).

Actividad exploratoria
Fﬁ Mediante la prueba de la tabla de agujeros se analiz6 la actividad
exploratoria de los ratones en los experimentos de enriquecimiento

ambiental dado que esta descrito que esta intervenciéon ambiental

incrementa la tendencia exploratoria. El aparato consiste en una

tabla (30 x 30 cm) con 16 agujeros equidistantes (3 cm de diametro) (PANLAB SA,
Espaia). El animal tiende a realizar exploraciones introduciendo su cabeza dentro
del agujero. En un Unico ensayo de 5 min se midieron el niUmero de exploraciones y
el tiempo de exploracion en cada agujero, asi como la actividad vertical realizada

por el animal (nUmero de enderezamientos).

Estudio de la ansiedad

50

Para estudiar de forma mas especifica conductas relacionadas con
emotividad y con el nivel de ansiedad de los animales se emple6 el

laberinto en cruz elevado. El aparato consiste en una plataforma en
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forma de cruz (cuatro brazos enfrentados dos a dos de una longitud de 40 cm vy
anchura de 8 cm) elevada del suelo 80 cm. Dos de los brazos enfrentados se
protegen por unas paredes negras de metacrilato de 20 cm de altura y los otros
dos quedan desprotegidos. Debido a la distancia al suelo, la zona de los brazos
abiertos resulta un entorno aversivo para el raton, que tiende a permanecer de
manera natural en los brazos cerrados. Por ello, se consideran medidas de
reactividad emocional, el nimero de entradas en brazos abiertos y la proporcion de
tiempo en éstos, de forma que animales con una menor conducta ansiosa
obtendran una puntuacién mas elevada en éstos. El experimento comienza cuando
se coloca al ratén en el centro de la cruz mirando hacia uno de los brazos abiertos,
y con el mismo sistema de video-analisis empleado en la prueba de campo abierto
se registra su trayectoria durante 5 min. Se analizé el porcentaje de tiempo que el
ratdbn permanecia en brazos cerrados y abiertos, la velocidad media y la distancia
recorrida en las distintas zonas. La actividad vertical se determin6 registrando el
ndmero de enderezamientos. El nivel de iluminacion fue de 50 luxes (no

ansiogénico).
2.3. Estudio de aprendizaje y memoria

En la actualidad pueden analizarse y diferenciarse distintos aspectos del
aprendizaje y la memoria en ratones de laboratorio. En este trabajo se ha estudiado
la memoria reciente, por su deterioro en los procesos neurodegenerativos, en
especial en la EA, y el aprendizaje visuo-espacial por su dependencia de

hipocampo, una estructura afectada en el SD.

Memoria reciente

[Er— | Para evaluar la memoria reciente se empled el paradigma de la

+ .} | evitacion pasiva en la que el animal debe aprender a evitar un
ﬂ estimulo aversivo que en este caso es un shock eléctrico.
El aparato consiste en una rejilla circular electrificada en cuyo centro se localiza una
plataforma circular (3 cm diametro) sobre la que se coloca al ratdbn (PANLAB SA,

Espaina). La tendencia natural del animal es a descender inmediatamente después

de haberlo colocado. En la sesion de entrenamiento el animal aprende que al bajar
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de la plataforma recibe una descarga eléctrica de intensidad moderada (0.6mA). Un
animal normal recordara la experiencia y en las sucesivas exposiciones al aparato
inhibira esta conducta espontanea. Durante la sesion de test se registra el tiempo
que el ratén permanece sobre a plataforma (latencia de descenso).

En esta prueba se utilizaron distintos protocolos en funcion de la edad del animal. El
protocolo estandar empleado consistié en exponer al animal al aparato el primer dia
(sesion de entrenamiento) y administrar una descarga eléctrica (0,6mA, 2s). A las
24 h se analizé la memoria reciente exponiendo nuevamente al animal al aparato.
Para evitar la extincion de la conducta, y dado que en el ratén a las 24 h no se
obtienen valores excesivamente altos, tal como se pudo comprobar en una serie de
experimentos preliminares, debido a la menor capacidad de inhibicibn motora que
presenta frente a otras especies como la rata, se le administrd otra vez el shock. A
los 7 dias se analizé la memoria a medio plazo de la misma manera pero en esta

ocasion en condiciones de extincion.

Oh 24 h 7 dias
Shock Shock Sin Shock
0.6mV 0.6mV

2s 2s

Esta prueba ha sido ampliamente validada en rata, pero resulta mas complicada de
aplicar en raton dado que es dificil inhibir su impulsividad, especialmente en
animales jovenes, por lo que es necesario reforzar el proceso de aprendizaje. Este
efecto interfiere particularmente en los experimentos de enriquecimiento ambiental,
ya que este tratamiento puede incrementar la actividad y la impulsividad. Por ello a
los animales adultos jovenes (2 meses de edad) sometidos a enriquecimiento

ambiental, el primer dia se les administraron dos sesiones separadas entre ellas 45

min. Oh 45 min 24 h 7 dias
Shock Shock Shock Sin Shock
0.6mV 0.6mV 0.6mV
2s 2s 2s
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Memoria visuo-espacial
ﬂ El aprendizaje y la memoria visuo-espacial se analizaron utilizando
. una version modificada del paradigma del laberinto acuatico de
Morris (Morris water maze, MWM) (Morris 1984). Esta tarea,
basicamente consiste en que los animales deben aprender la locali-
zacion de una plataforma sumergida dentro de un tanque de agua que les sirve de
escape del agua. Para ello, los animales deben construir un mapa cognitivo
alocéntrico basandose en una serie de puntos de referencia visuales externos. Se
trata de una prueba que se considera que representa funciones cognitivas
superiores en la especie humana y posee componentes espaciales y no espaciales

dependientes de regiones cerebrales especificas.

Se utiliza un tanque de 120 cm de diametro lleno de agua tefiida con leche en polvo
desnatada para ocultar la localizacion de una plataforma blanca circular (15 cm
diametro). La temperatura del agua se mantiene constante a 22-23°C mediante un
termostato acoplado a una resistencia eléctrica colocada en el fondo del tanque.
Entre cada ensayo se recogen las defecaciones y se remueve el agua para evitar la
sectorizacion mediante sefiales olfativas. Cada ensayo tiene una duracion total de 1
min y se deja un intervalo de aproximadamente 30-40 min entre ensayos,
registrandose el tiempo que el animal necesita para encontrar la plataforma.
La prueba consiste en varios grupos de sesiones con objetivos diferenciales:
e Sesidon de entrenamiento (sesion T1, ensayos 1-4) en que el animal
aprende la tarea, permitiendo evaluar el aprendizaje de procedimiento.
e Sesion de adquisicidn (sesiones A1-A4, ensayos 1-4 por sesion) en que
se evalua el aprendizaje visuo-espacial
e Sesidn de retirada de la plataforma (sesibn REM, un Unico ensayo) en
que se evalla la memoria visuo-espacial.
e Sesion de cambio de posicidon de la plataforma (sesidon REV, ensayos
1-4) en que se evalla la flexibilidad cognitiva.
e Sesidon de aprendizaje guiado (sesidon CUE, ensayos 1-4) en que se

descartan posibles alteraciones motoras o de emotividad.
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T Adquisicion A1-A4
30-40 min 30-40 min ( ) 30-40 min
Aprendizaje de Aprendizaje visuo-espacial

procedimiento

REM REV CUE
Memoria de Flexibilidad Motor-emotividad
referencia

En la sesion de entrenamiento los ratones aprenden la tarea y se les muestra la
existencia de una plataforma como elemento de escape del agua. La plataforma se
coloca en la posicion central para evitar generar una preferencia espacial,
sobresaliendo ligeramente del agua y con una sefial visual local marcando su
posicion. Las sefales visuales locales no generan en principio aprendizaje alotético,
sino idiotético basado en sefiales internas y locales, por lo que no interferimos en el
resto de la prueba. Se realizan cuatro ensayos por raton introduciéndolos al azar
por diferentes posiciones de entrada (N norte, S sur, E este, O oeste) en cada
sesion. Si el animal no consigue localizar la plataforma en un minuto de tiempo es
colocado sobre ella durante 20 s para favorecer el aprendizaje de la tarea.

Durante los 4 dias siguientes se realiza las sesiones de adquisicion (A1-A4). La
plataforma es colocada por debajo del nivel del agua en el cuadrante noroeste
separada 20 cm de la pared del tanque y se sitian varias sefales visuales distales
en las cortinas que rodean al tanque. Cada sesién consta de 4 ensayos en los que
se introduce aleatoriamente al animal por las diferentes posiciones de entrada. En
el caso de que no llegue a la plataforma, al igual que en la sesién de aprendizaje,
se coloca al animal durante 20 s sobre la plataforma para favorecer el aprendizaje
de la ubicacion de la misma orientdndose mediante las sefiales visuales distales.
Tras 48 h de descanso, se retira la plataforma del tanque (fase de retirada o
‘removal”) y se introduce al animal por la posicidbn mas lejana a la plataforma (S)
dejandole nadar libremente durante 1 min. Se registra el tiempo que el animal
permanecia en el cuadrante entrenado, medida del estado de la memoria visuo-

espacial.
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El MWM permite analizar la denominada flexibilidad cognitiva del animal,
entendiéndose como tal, la capacidad de olvidar una tarea aprendida para adquirir
nuevos conocimientos. En esta sesién la plataforma se coloca sumergida en el
cuadrante opuesto al previamente entrenado (sureste) y se introduce de forma
aleatoria al animal en 4 ensayos por las distintas posiciones de entrada. A lo largo
de la sesion el animal debe reconocer el cambio de la posicion y aprender la nueva
localizacion.

Finalmente, con el fin de descartar artefactos derivados de posibles diferencias en
emotividad, capacidad de natacibn o agudeza visual se realiza una sesion se
aprendizaje guiado o “cued session”. En esta sesion se rodea el tanque con cortinas
eliminando asi las sefiales visuales distales y se coloca la plataforma de forma
visible (2 cm por encima del agua) y sefializada mediante una sefial visual local. Se
realizan nuevamente 4 ensayos por ratdon y se registran los mismos parametros que
en las sesiones de adquisiciéon permitiendo determinar la existencia de factores
ajenos al aprendizaje que pudieran estar interfiriendo en la realizaciéon de la tarea.
Todas las sesiones son grabadas y analizadas posteriormente mediante el
programa SMART (ver mas arriba) lo que permite determinar aparte de la latencia
de llegada a la plataforma, otros parametros como la velocidad de natacion, la
distancia recorrida y los porcentajes de tiempo en cada cuadrante, que se ha

demostrado que reflejan de forma muy fidedigna el aprendizaje visuo-espacial.

3. CARACTERIZACION NEUROMORFOLOGICA

3.1. Inmunohistoquimica

Durante la realizacion de esta tesis se han empleado técnicas inmunohistogimicas
que permiten detectar la expresion de determinadas proteinas en un tejido que
mantiene su integridad estructural. Estas técnicas requieren la fijacion del tejido.
Para ello, los animales fueron sacrificados con isofluorano y perfundidos a través
del ventriculo izquierdo con 50 ml de PBS 0.1M, pH = 7.4 (Sambrook et al. 1989),
seguido de 100 ml de paraformaldehido (PFA) frio al 4% en PBS mediante una

bomba peristaltica (30 ml/min). Una vez perfundido, se extrajo el cerebro con
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cuidado y se postfij6 a 4°C usando el mismo fijador. A las 24 h el cerebro se
sumergié en una solucion de sacarosa al 30% y se congel6 a -80°C. Se obtuvieron
secciones coronales en criostato de 50 pm distribuidas en 3 series que se
conservaron a -20°C en una solucion crioprotectora (30% glicerol, 30% etilenglicol,
40% PBS).

Con ayuda del atlas estereotaxico del cerebro de raton (Franklin and Paxinos 1997)
se seleccionaron las secciones correspondientes a los nucleos de interés. Tras
realizar 2 lavados en flotacion con PBS 0.1M de 5 min, se eliminaron las
peroxidasas enddgenas del tejido con un tratamiento de agua oxigenada al 3% y
metanol al 10% en PBS 0.1M de 30 min. Para eliminar esta solucion, los cortes se
lavaron 2 veces durante 5 min con PBS 0.1M y se trataron 3 veces durante 5 min
con PBS con Tritdén al 0.2% (PBS-T) para incrementar la permeabilidad del tejido y
favorecer el acceso del anticuerpo. A continuacién durante 1 h a TA se realizo6 el
bloqueo con suero fetal bovino al 10% en PBS-T més gelatina al 0.25% (PBS-T-
GEL) para evitar las uniones inespecificas del anticuerpo. El anticuerpo primario se
diluy6 a la concentracion necesaria en una solucién de PBS-T-GEL con suero fetal
bovino al 5% (PBS-T-FBS) y se expuso al tejido durante toda la noche a 4°C. Las
diluciones de los anticuerpos empleados se recogen en la tabla adjunta. Al dia
siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS-T y se incubaron durante 1 h a
TA en la solucion PBS-T-GEL con FBS al 5% y con el anticuerpo secundario
biotinilado (1:250, Vector, UK) correspondiente al huésped en el que se generé el
primario. Seguidamente se realizaron de nuevo 3 lavados de 5 min con PBS-T y se
incub6 durante 1 h 30 min a TA con el complejo AB previamente preparado segun
instrucciones de fabricante (Vector, UK). Para eliminar la solucién del paso anterior
se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS-T y 2 lavados de 5 min con PBS.
Finalmente se procedié al revelado empleando una solucién con diaminobenzidina
(DAB) 0.05% y de agua oxigenada 0.03% en PBS que reacciona con la peroxidasa
conjugada a la estreptavidina. El tiempo de revelado oscilaba entre 2-5 min en
funcién del anticuerpo empleado. Finalmente, los cortes fueron lavados nuevamente
3 veces durante 5 min con PBS y montados sobre portaobjetos previamente
gelatinizados y se dejaron secando a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.
En la mayoria de los casos al dia siguiente se realizé una contratincion suave con
violeta de cresilo para facilitar la identificacion de los nucleos celulares y se

deshidrataron las muestras mediante una bateria de alcoholes de graduacion
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ascendente finalizando en xilol. Los cubreobjetos se montaron empleando el

producto Eukit (Electron Microscopy Science, USA).

Anticuerpo Siglas Dilucion Casa comercial
Colino acetil transferasa Chat 1:1000 Chemicon
Receptor p75 NGF P75 1:6000 Chemicon
Tirosin hidroxilasa TH 1:8000 Sigma

3.2. Estereologia

Durante el desarrollo de esta tesis se ha realizado el contaje celular de los nucleos
SNpc, VTA, ST, MSN y VDB, basandose en principios estereolégicos (Gundersen
and Jensen 1987). Para ello se utilizé un microscopio OLYMPUS BX51 conectado a
una videocamara y con una platina motorizada conectada a un controlador
automatico de las tres dimensiones espaciales (microcator). Se emple6 el programa
informatico CAST-GRID (Olympus, Alemania) que intervenia en el movimiento en
direccion XY de la platina y permitia el muestreo sistematico al azar de los campos
seleccionados.

Mediante el método de Cavalieri se realiz6 la estimacion del volumen de referencia
(Vref) de los diferentes nucleos estudiados. Para ello en cada seccion se lanza una
reticula de puntos. Cada punto tiene asociado una determinada area, de manera
que contando el numero de puntos y multiplicandolo por su area se obtuvo una
estimacion del area de cada seccion. El Vref de la estructura se calcul6 mediante la
siguiente formula siendo A; el area por seccion y t; la distancia entre secciones: Vref
= ZAL

La estimacion de la densidad neuronal (Nv) se calculdé aplicando el método del
disector oOptico. El programa genera disectores que se superponen sobre la imagen
capturada por la videocamara visible en el monitor. Con el fin de contar las células
se delimitaron las secciones y se lanz6 un numero de disectores proporcional al
10% del area de cada seccién analizada. El area del disector (Sdis) era 1726 pm 2 y
la altura (Hdis) 15 uym (V(dis) = Sdis x Hdis = 25890 mms). Como el espesor total de
la seccion era de 25 pm aproximadamente, se mantuvo una distancia de seguridad

de 5 ym por encima y por debajo de la seccion dptica para evitar la produccion de
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artefactos sobre la superficie fisica de la seccion. Para elegir qué células contar se
sigui6 la regla de Sterio (Sterio 1984) de manera que solamente se consideraron
aptas para el recuento aquellas células que aparecian en el plano focal superior y
que no eran observadas en el plano focal inferior de observacion. Para evaluar la
precision de las estimaciones se calcul6 el coeficiente de error (CE = E.M.M./media)
de acuerdo con Gundersen (Gundersen and Jensen 1987). Finalmente, la
estimacion del numero total de neuronas (N(neu)) se obtuvo aplicando la formula:
N(neu) = Nv x V(ref), El factor de retraccion FR que es un pardametro que evalua la
retraccion tisular experimentada por el tejido tras el procesamiento, fue

aproximadamente de 15 pm.

3.3. Inmunoensayo (ELISA)

Dado que el adecuado funcionamiento de las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal depende del apropiado suplemento de NGF aportado por las
regiones diana del sistema colinérgico, se determiné la concentracion de este factor
trofico en diferentes areas involucradas en el sistema colinérgico. Para ello, se
utilizé un sistema de inmunoensayo (ELISA) que permite detectar concentraciones

de una proteina del orden de pg/ml.

Obtencion de extractos proteicos y cuantificacion

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y del cerebro se
disecciond corteza, hipocampo y prosencéfalo basal. Tras pesar el fragmento
deseado, se disgregd mecanicamente en un homogenizador de vidrio (dounce)
junto con 10 volumenes del tampén de lisis (NaCl 137 mM, 20 mM Tris-HCI (pH =
8), NP40 1%, glicerol 10%, PMSF 1 mM, aprotinina 10 yg/ml, leupeptina 1 ug/ml y
vanadato sédico 0.5 mM). A continuacion, se centrifugd la muestra durante 30 min a
13000 g a 4°C y se recogio el sobrenadante que contenia las proteinas solubles.
Para la cuantificacion del extracto proteico se empled el kit BCA Protein Assay

Reagent (Pierce, Rockford, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Inmunoensayo (ELISA)

La deteccion de NGF mediante ELISA se realiz6 utilizando el kit comercial NGF
Emax ImmunoAssay System (Promega, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se usaron placas de 98 pocillos que se incubaron durante
toda la noche con una solucion del anticuerpo policlonal anti-NGF (pAb) al que
posteriormente se unira la fraccion soluble de NGF. Tras lavar las placas con PBS-T
durante 1h se incubaron con la solucién de bloqueo. Se prepararon por duplicado
500 pg de cada muestra proteica y una curva patrén de NGF (500-8 pg/ml). La
placa se incubd en agitacién durante 6 h con las muestras y se lavo 5 veces con
PBS-T. A continuacién, se incubd sin agitacion durante toda la noche con un
anticuerpo monoclonal secundario anti-NGF (mAb) que se une al NGF capturado.
Finalmente, tras ser lavada 5 veces, se detect6 el anticuerpo mAb unido usando un
anticuerpo especifico de la especie del hospedador conjugado con la perdxidasa
del rabano como reactivo terciario. Tras la incubacion con un sustrato cromégeno,
se produjo una reaccion de oxidacion-reduccién con el consiguiente viraje del color.

La cantidad de NGF fue proporcional a la intensidad de color generado.

4. CARACTERIZACION FARMACOLOGICA EN LOS MODELOS
CON DIFERENTE NIVELES DE EXPRESION DE DYRK1A

Los resultados obtenidos en los experimentos de caracterizacion conductual
mostraron un claro fenotipo motor en los modelos de estudio. Uno de los sistemas
relacionados con el control motor es el sistema dopaminérgico el cual a su vez
juega un papel fundamental en procesos cognitivos. Con el fin de caracterizar el
sistema dopaminérgico en ambos modelos de Dyrk1A, se realizaron ensayos
farmacolégicos que constituyen una herramienta muy util para poner de manifiesto

alteraciones en los sistemas de neurotransmision.

El estado cataléptico, definido como la ausencia de cualquier tipo de movimiento a
excepcion de los movimientos caracteristicos de la respiracion, puede inducirse
mediante el bloqueo de los receptores dopaminérgicos que provoca la inhibicion de

la neurotransmision dopaminérgica a través de la via nigroestriatal (Marin et al.
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1993). Para bloquear los receptores tipo D1 se emple6 el antagonista selectivo
R(+)-7-cloro—8-hidroxi—3—metil-1-fenil-2,3,4,5—-tetrahidrol H-3-benzazepina (SCH-
23390; Sigma/RBI, USA), mientras que para los receptores tipo D2 se eligié el
antagonista haloperidol (Sigma/RBI, USA). Ambos farmacos se disolvieron en el
vehiculo (solucion salina 0.9%) a diferentes dosis (SCH23390: 0.5, 1 y 1.5 mg/kg;
haloperidol: 0,5, 1, 2 y 4 mg/kg) y se administraron 30 min antes de la evaluacion
conductual. Los animales recibieron dosis crecientes de los farmacos, dejando un
periodo de 5 dias entre una dosis y la siguiente. Para la valoracién de la catalepsia,
se empled una estrecha barra de madera (1 cm ancho) a una altura de 6 cm, sobre
la cual se colocaron las patas delanteras del animal, que quedaba apoyado sobre
las extremidades traseras. En condiciones normales, los animales tienden a bajar
rapidamente. Se registro el tiempo que los ratones permanecieron apoyados en la
barra durante un periodo maximo de 3 min.

Paralelamente, se realizaron experimentos en los que se modifico la actividad
locomotora mediante la administracion de agonistas dopaminérgicos. La actividad
fue analizada en la prueba de campo abierto (ver caracterizacién conductual) en
condiciones de baja iluminacion (50 luxes). 10 min antes de la prueba se administro
el agonista selectivo de receptores dopaminérgicos D2, quinpirole (Sigma/RBI,
USA, 2 mg/kg disuelto en solucion salina 0,9%) por via intraperitoneal y se analizd
la actividad del animal durante 4 min.

Solamente en el modelo de sobreexpresion de Dyrk1A, se estudio el efecto sobre la
actividad provocado por la administracion del agonista indirecto anfetamina (cedido
por el Dr F. Artigas, IDIBAPS). Durante 15 min se permitié que el ratén se habituara
al aparato de campo abierto. Transcurrido ese tiempo se le administré a cada raton
intraperitonealmente la anfetamina (vehiculo, 3 o 5 mg/kg en solucién salina 0.9%).
Se registro la distancia recorrida por el raton en los 30 min siguientes que dur6 la
prueba. Ningun raton recibi6 mas de un tratamiento ya que esta prueba genera
habituacion y los resultados en una segunda exposicion al aparato no serian

representativos.
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5. TECNICAS DE IMAGEN IN VIVO: MICRO-PET

Las técnicas de imagen molecular in vivo son técnicas no invasivas en las que los
datos se adquieren de manera reproducible y cuantitativa, permitiendo visualizar
procesos fisioldgicos celulares y moleculares en seres y tejidos vivos de forma
previa e independiente a que se produzca cualquier cambio anatémico. Dentro de la
imagen molecular, la tomografia por emision de positrones (PET, Positron Emission
Tomography) es una técnica que permite obtener informacidon metabdlica a escala
molecular. Para su realizacion se administran por via intravenosa is6topos emisores
de positrones (como C'', N, 0" 6 F'®) que remedan la accion de sustratos
biolégicos incorporandose a sus rutas bioquimicas. La alta especificidad de esta
técnica permite monitorizar con exactitud la biodistribucién, cinética y efectos
metabdlicos de los radiotrazadores.

Los experimentos se realizaron en el Instituto de Alta Tecnologia (IAT) asociado al
Parc de Recerca Biomedica de Barcelona (PRBB) en colaboraciéon con la Dra O.
Millan y el Dr J. Gispert mediante la utilizacion de un microPET R4 (Concorde
Microsystems, Knoxville, TN, USA). Se utilizd6 "°F-FDG como radiotrazador, un
compuesto analogo de la glucosa que penetra en las células, y una vez dentro de
ellas es fosforilada por la enzima hexoquinasa y queda atrapada, ya que no puede
continuar la via glicolitica ni volver a atravesar la membrana plasmatica. En
nuestros experimentos, se utilizd este radiotrazador como medida indirecta de la
actividad metabdlica cerebral, permitiendo analizar las areas activadas de manera
diferencial en nuestros modelos tras ser sometidos a diferentes tratamientos: la
administracion de la anfetamina o la exposicién postnatal al enriquecimiento
ambiental. En ambos casos se siguidé un protocolo similar, con la diferencia que los
ratones del experimento de enriquecimiento sélo fueron expuestos al aparato en
una sesion. En el caso del tratamiento con anfetamina, y con objeto de que cada
animal constituya su propio control, el primer dia los animales fueron tratados con el
vehiculo (solucién salina) administrado por via intraperitoneal, inmediatamente
después de ser inyectados por via intravenosa con el radiotrazador (18F-FDG). Tras
un periodo de 30 min necesario para la incorporacion del radiotrazador, los
animales fueron sometidos a la exploracion por PET. Tanto durante la inyeccion del
radiotrazador como durante el periodo de incorporacion, los animales

permanecieron despiertos. La anestesia (Ketamina/xilacina intraperitoneal en el
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caso de los experimentos de administracion de anfetamina, e isofluorano inhalado
con el experimento de enriquecimiento) se les indujo 5 min antes del inicio de
captacion de las imagenes PET, y se mantuvo durante los 10 min que duré la
adquisicion, para evitar el movimiento (ver esquema adjunto). En el caso del estudio
de la activacion cerebral como respuesta a la anfetamina, el segundo dia se repitid
el mismo protocolo de adquisicion de imagenes, pero con la administracion del

farmaco (anfetamina intraperitoneal: 4 mg/kg) en lugar del vehiculo.

30 min
A —
V 2 T 4
BELFDG IV Vehiculo o Anestesia Imagen

(200uCi) anfetamina

El analisis de las imagenes se llevd a cabo delimitando manualmente una Unica
region de interés (ROI) que abarcase todo el cerebro mediante el programa
informatico ASIPro (Concorde Microsystems, Knoxville, USA). Sobre dicha region
se calculé el Standard Uptake Value (SUV), valor normalizado de captacion,
teniendo en cuenta la actividad en la region de interés con respecto a la dosis total
de "°F-FDG administrada y al peso de cada animal. En la representacion grafica se
muestra el porcentaje de activacion de cada genotipo como respuesta al estimulo

de anfetamina o al enriquecimiento ambiental.

6. CULTIVOS PRIMARIOS CORTICALES EN EL MODELO DE
SOBREEXPRESION DE DYRK1A

Los cultivos primarios se obtuvieron a partir de la corteza cerebral de embriones
extraidos en el dia 18 de gestacién tanto para los experimentos de caracterizacion

de la neuritogénesis como para los estudios de la dinamica de actina.

6.1. Preparacion previa del material

El material de cultivo fue tratado con diferentes soluciones en funcion del tipo de
experimento que se realizé. En el estudio de la caracterizacion de la neuritogénesis,

el dia anterior al establecimiento del cultivo se sumergieron cubreobjetos redondos
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(12 mm de diametro) en una solucién de agua estéril con polietilenimina 4 pg/ml
(SIGMA, UK) en una placa de petri estéril que se dejé durante toda la noche en el
incubador a 37°C. En el caso de los estudios de la dindmica de la actina se
emplearon placas Mattek (Mattek corporation, MA, USA) que facilitan la observacién
del cultivo con el microscopio confocal. Estas placas se lavaron con acido nitrico y
etanol al 100% y se trataron durante toda la noche con Poli-D-lisina 10 ug/ml. En
ambos casos, en el momento de su utilizacién, se lavaron dos veces con agua
estéril y se dejaron secar en el interior de la campana en condiciones de esterilidad.

Finalmente, las placas Mattek fueron tratadas con laminina 4 pg/ml.

6.2. Diseccion de cortezas embrionarias

Las hembras gestantes fueron sacrificadas mediante dislocacion cervical y los
embriones se extrajeron con ayuda de material quirdrgico previamente esterilizado
mediante calor (Germinator, Panlab SA, Espafia). Los embriones se colocaron en
una placa de petri estéril y sobre hielo para favorecer su anestesia y muerte gradual
como consecuencia de la hipotermia. Tras diseccionar la cabeza del feto, y tomar
una biopsia de la cola para su posterior genotipacion, se extrajo con cuidado el
cerebro del craneo y se separaron los dos hemisferios. A continuacién, se colocaron
en una placa de Petri con 2 ml de medio DMEM (Invitrogen, UK) y se retiraron las
meninges bajo lupa. En la diseccion, se disecé primero la zona de los ganglios de la
base y posteriormente el hipocampo con ayuda de un bisturi. Las cortezas aisladas

se traspasaron a otra placa de Petri con 2 ml de DMEM.

6.3. Establecimiento del cultivo primario cortical

Con ayuda de un bisturi se trocearon las cortezas en pequefos cubos de
aproximadamente 1 mm®. El tejido se transfiri6 a un tubo detallado estéril de 15 ml
junto con 2 ml de DMEM, se disgregd mediante un pipeteo suave con pipeta
pasteur (30 veces) para obtener una suspension de células sin agregados y se
completdé con DMEM hasta un volumen de 5 ml. Tras la centrifugacién (5 min a
1000 rpm), se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en 200 pl del

medio de cultivo (NB*). El medio de cultivo consistia en 50 ml de medio
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Neurobasal ™ (Invitrogen, UK), 1 ml de Supplement B27 (Invitrogen, UK), 0.5 ml de
Glutamax (Invitrogen, UK) y 0.25 ml de penicilina/estreptomicina (Invitrogen, UK).
Mediante una camara de Neuvawer se realiz6 el contaje del numero de células

existentes en suspension

En los experimentos de caracterizaciéon de la neuritogénesis, se diluyd la muestra
con NB™ hasta una concentracion final de células vivas de 2000000 por ml. Sobre
los cubreobjetos previamente preparados con polietilenimina se colocaron unos
anillos de plastico estériles (diametro interior de 7 mm, altura de 1.3 mm) y se
pipetearon sobre cada uno 50 ul de la suspension celular (concentracion final
100000 células por ml). Tras una hora de incubacién a 37°C con 5% CO,, se
retiraron los anillos y se traspasé cada uno de los cubreobjetos con el cultivo a un
pocillo de placas de 24 pocillos que contenian medio de cultivo NB™* previamente
calentado a 37°C. Los cultivos se dejaron incubando a 37°C con 5% CO, y un alto
grado de humedad. A las 24 horas de establecer el cultivo ya podia observarse
neuritogénesis en las células vivas.

Los cultivos destinados para el estudio de la dinamica de la actina fueron
transfectados antes de ser plaqueados (ver mas abajo). Para proceder a la
transfeccion se necesitaba una cantidad total de 2 millones de células. Una vez
transfectados se elimind el sobrenadante, se plaquearon en las camaras Mattek y
se dejaron incubando a 37°C al 5% CO,. Como la formacion de las espinas se
produce al menos a los 14 dias in vitro, el cultivo se mantuvo renovando el medio

de cultivo afiadiendo 200 pl de medio NB™" fresco.

6.4. Transfeccidn de cultivos primarios corticales

El empleo de cultivos primarios es considerado como una de las herramientas mas
idoneas para el estudio de la neuritogenesis y sinaptogénesis in vitro. Con este fin
se realizaron transfecciones con un trazador fluorescente GFP generado bajo el
promotor neuronal Thy1 que permite visualizar la morfologia de las neuronas. Esta
construccion fue generada y cedida por Dr G.Ramakers. Brevemente, se
transfectaron 0.5 uyg de GFP-DNA por cultivo empleando un vehiculo lipidico
comercial (Lipofectamine 2000, Invitrogen, UK) en las primeras etapas de divisiéon

DIV1 y se fijaron en DIV3 permitiendo estudiar el crecimiento axonal y dendritico.
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Debido a la baja eficiencia de transfeccién obtenida en los cultivos maduros (14
DIV), los cultivos destinados al estudio de la actina de las espinas dendriticas se
transfectaron con YFP-actina que se incorpora al citoesqueleto (en esta ocasion
cedido por el Dr Morales) usando un elecrotroporador y el kit Mouse Nucleofector
(Amaxa biosystems, Alemania) siguiendo las instrucciones de uso del fabricante. A
pesar de la baja eficiencia de transfeccion (50%), la supervivencia de los cultivos se
incrementaba usando esta metodologia. Estos cultivos se mantuvieron hasta 20-22
DIV.

6.5. Immunocitoquimica

Con el fin de facilitar el analisis morfométrico de las neuronas excitatorias, en los
cultivos corticales transfectados se realiz6 una immunocitoquimica para poner de
manifiesto las neuronas inhibitorias o gabérgicas. Esta tincién permitié descartar del
estudio de entre las neuronas transfectadas (marcadas con fluorescencia verde)
aquellas que eran de caracter inhibitorio (fluorescencia roja).

Los cultivos transfectados fueron lavados 2 veces con PBS estéril durante 10
minutos y posteriormente fijjados con una solucién de PFA al 4% en PBS. A
continuacion, se realizaron 3 lavados rapidos con PBS 0.1 M para eliminar cualquier
resto de fijador, seguidos de 3 lavados con PBS con tritén al 0.05% (PBS-T).
Seguidamente, para bloquear los puntos de unién inespecificos se trataron los
cristales con suero de burro (NDS, normal donkey suerum, Invitrogen, Espafia) al
10% en PBS-T durante 1 h a TA. Seguidamente, los cubreobjetos se incubaron
durante toda la noche en una camara humeda de 4°C con una solucidon compuesta
por el anticuerpo anti-GABA (dilucion 1:200, SIGMA, UK) con NDS al 5% en PBS-T.
Al dia siguiente se realizaron 6 lavados de 10 min cada uno con PBS-T y en una
camara humeda se incubaron los cultivos con el anticuerpo secundario anti-
inmunoglobulina de conejo Texa-red (dilucién 1:400, Molecular Prof., Invitrogen,
UK). Finalmente, el exceso de anticuerpo que no se habia unido se elimind
mediante dos lavados de 10 min con PBS-T y otros dos lavados de la misma
duracion con PBS. Los cubreobjetos se montaron con Mowiol en portaobjetos, con
las células entre los dos vidrios, y se guardaron en oscuridad a 4°C quedando listos

para su observacion bajo el microscopio.
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6.6. Analisis morfométrico

El analisis morfométrico se realiz6 bajo la
supervision del Dr G. Ramakers en el
Netherland Institut for Brain Research en
Amsterdam (Holanda). En este centro
disponen del programa NeuroDraw de
generacion propia para la reconstruccion de
neuronas fluorescentes. Tras la captura de
la imagen en diferentes planos y campos
mediante el programa informatico especifico
acoplado a un microscopio de

fluorescencia, se dibujé cada neurona

manualmente con la ayuda del programa informatico y se analizaron diversos

parametros (ver tabla adjunta. En los cultivos transfectados en estadios tempranos

podia existir dificultad para identificar el axon, por lo que el axén fue definido como

la neurita mas larga de acuerdo con Dotti et al (Dotti et al. 1988).

Parametro morfométrico
Area del soma (um?)

Numero de ramificaciones

Longitud de ramificaciones (um)
Numero de puntos de ramificacion

Numero de segmentos terminales
Longitud de segmentos terminales (um)
Numero de segmentos intermedios

Longitud de segmentos intermedios (um)

Numero de filopodios
Longitud de filopodios (um) ]
Densidad de filopodios (filopodio/um?)

Distancia radial de ramificacion (um)

Descripcion

Area del ntcleo neuronal

Numero de ramales principales emrgentes desde el
nucleo

Longitud del sumatorio de todas las ramificaciones
Numero de puntos de bifurcacion

Numero de ramificacion que se extiende desde el
ultimo punto de interseccion

Longitud media de todas las ramificaciéon que se
extiende desde el ultimo punto de interseccion
Numero de segmentos existentes entre dos puntos
de interseccion

Longitud media de los segmentos existentes entre
dos puntos de interseccion

Numero total de filopodios

Longitud media de filopodios

Densidad de filopodios por ramificaciéon

Distancia entre soma neuronal y los puntos mas
distales de las ramificaciones

El analisis del cono de crecimiento se realizé empleando los cultivos transfectados

con GFP-actina. Utilizando una lente de 40X (n.a. 1.3) de un microscopio confocal

Zeiss 410, se seleccion6 de cada neurona transfectada (un total de 50 por grupo) el

cono de crecimiento axonico y dendritico mas grande y trazando una circunferencia

entorno al cono, se analiz6 la densidad de conos y el area de éstos.
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6.7. Estudios de la dinamica de actina en espinas

Los experimentos fueron realizados con un microscopio confocal LEICA DMIRE2
TCS SL (Leica Microsysems Heidelberg GMBH, Alemania) acoplado a un sistema
de incubacion con control de la temperatura a 35.5 °C y de CO, al 5%. Estos
experimentos se disefiaron y realizaron bajo la supervision del Dr M. Morales vy la
Dra M. Calvo de la unidad de Servicios Cientifico-Técnicos del IDIBAPS de
Barcelona. La metodologia del FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)
permite registrar la recuperacion de la fluorescencia tras la exposicion intensa al
laser. En nuestras neuronas transfectadas por GFP-actina, la aplicacion de un laser
con un haz luminoso de alta intensidad (“photobleaching” o fotoblanqueo) sobre una
region de interés elimina su fluorescencia. A medida que transcurre el tiempo se va
observando una recuperacion de ésta que es debida a la difusion de monomeros de
actina desde la dendrita hacia la espina. En este proceso se distingue en los
primeros segundos un incremento importante de la fluorescencia debido a la
entrada de actina desde la dendrita (fraccion movil) seguida de un proceso estable
de pequefias fluctuaciones en el que se estan produciendo interacciones entre las
nuevas unidades de actina y los filamentos ya existentes para estabilizar la espina.
Se considera como fraccién estable la porcién de actina que no consigue recuperar

la fluorescencia tras el “photobleaching” (ver esquema adjunto).

1207 .
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Las neuronas fueron analizadas usando un objetivo de inmersion de 63X. Una vez
seleccionada la espina, se realizaron 10 escaner en intervalos de 15 s
(“prebleaching” o preblanqueo) y a continuacion se aplicd un laser de alta intensidad

de 488 nm en un area circular limitada de 2.58 pym? (RO, region de interés) que

103



Materiales y métodos

cubria la espina de estudio. Se obtuvieron imagenes cada 1.6 s pero con la
intensidad del laser atenuada para evitar el desgaste afiadido de la fluorescencia.
La recuperacion de la fluorescencia en la zona de blanqueo fue cuantificada
mediante el programa Image Processing Leica Confocal. La fluorescencia de la
dendrita fue determinada para cada imagen y comparada con la inicial para
determinar la pérdida sefial durante la toma de imagenes.

La fluorescencia de la ROI (Izo|) se normaliz6 en funcién de los cambios observados
en la fluorescencia de la dendrita: Irg=To X It / (Ty X lg), siendo Ty la intensidad de la
dendrita en el preblanqueo, T; la intensidad de la dendrita a cada tiempo, Iy
intensidad media de la ROI durante el preblanqueo, I; intensidad media de la ROl a
cada tiempo.

Para determinar la fraccion movil (F,,) presente en la espina se aplico la formula:

Fm = Feq — Fpost /Fpre - Fpost Siendo, Feq la intensidad media de la ROI cuando se
alcanza el equilibrio (100-200 s), F,. intensidad de la ROI tras el fotoblanqueo y
Fere intensidad de la ROI en el preblanqueo. Se representa como el porcentaje de
fraccion movil de actina.

Para determinar la vida media de recuperacion de la fluorescencia se eliminaron los
datos del preblanqueo y ajustd la curva a la ecuacién de regresion no lineal

aplicando el programa estadistico Graphpad.

7. ESTUDIOS DE ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL EN EL MODELO DE
SOBREEXPRESION DE DYRK1A

El enriquecimiento ambiental permite incrementar las
posibilidades de estimulacion y/o interaccion fisica y social,

durante la estabulacion de los animales, cambios que se

han asociado con modificaciones en la plasticidad sinaptica.
Las camadas empleadas en estos experimentos se mantuvieron con sus madres
hasta el dia del destete (dia 22 postnatal), momento en que se inicié el tratamiento
de enriquecimiento. Los animales fueron estabulados en jaulas amplias con varios
pisos (40 x50 x20 cm), en grupos grandes de 7-8 animales que favorecian las
oportunidades de interaccién social. Con un intervalo de tres dias se fueron

introduciendo objetos (cajas, ruedas, tuneles, casas, juguetes, tubos, papel, etc)
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que se van intercambiando con otros periddicamente, lo cual permite la interaccion
social y fisica con estimulos no sociales. Ademas se introdujeron variaciones en la
alimentacion, incluyendo alimentos nuevos, diferentes del pienso estandar. Por el
contrario, los animales no sometidos a enriquecimiento ambiental son estabulados
en las condiciones estandar en grupos no superiores a 3 animales por jaula. El
enriquecimiento se prolong6 durante 4 semanas tras las cuales todos los animales
(enriquecidos y no enriquecidos) fueron sometidos a diversas pruebas de conducta
(ver Caracterizacion conductual). Mediante la tabla de agujeros se determiné los
cambios en actividad exploratoria. Las modificaciones en aprendizaje y memoria
visuo-espacial fueron analizadas usando el laberinto acuatico de Morris (MWM)
mientras que la memoria reciente fue estudiada en la prueba de evitacion pasiva. Al
finalizar la bateria de pruebas conductuales, los animales fueron sometidos a
técnicas de imagen in vivo (ver Técnicas de imagen in vivo: micro-PET) para
visualizar los cambios en actividad metabdlica debidos a este tratamiento no

farmacolégico.

8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con la ayuda de los diferentes paquetes
informaticos estadisticos SPSS y R. Para establecer las diferencias significativas se
aplic6 ANOVA de una via o el andlisis multivariable de la varianza (MANOVA)
usando el test de Bonferroni test como analisis post hoc. El analisis de medidas
repetidas ANOVA fue empleado en la comparacién de las curvas de dos grupos.
En los casos en los que existe un desequilibrio importante de los datos se empled
un modelo mixto lineal para estimar el efecto del genotipo sobre las variables
dependientes. Finalmente, cuando existia una elevada heterogeneidad en los datos
se aplico el test no paramétrico de U-Mann Whitney. La correlacién entre dos

mediadas fue anlizada mediante el test de Pearson.
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La primera fase experimental de esta Tesis Doctoral se ha dirigido a establecer el
impacto funcional de modificaciones de dosis de Dyrk1A sobre el proceso
neurodegenerativo asociado al envejecimiento. Hemos establecido las alteraciones
del fenotipo conductual en dos modelos con niveles de expresion diferentes: el
modelo de haploinsuficiencia (Dyrk1A +/-) y un modelo de sobrexpresion
(TgDyrk1A). Ambos modelos fueron generados por investigadores del Programa
Genes y Enfermedad del CRG (ver Métodos). Los estudios realizados en el modelo
de haploinsuficiencia nos permitiran determinar las funciones fisiologicas que
requieren la presencia de dos copias de Dyrk1A y por tanto podran predecir en
cierta medida aquellos dominios funcionales potencialmente alterables por su
sobrexpresion. Por ello en primer lugar se ha caracterizado el modelo de

haploinsuficiencia Dyrk1A +/-.

1. ALTERACIONES NEUROLOGICAS Y COMPORTAMENTALES
ASOCIADAS A LA EDAD EN UN MODELO MURINO DE
HAPLOINSUFICIENCIA DE DYRK1A (DYRK1A+/-).

1.1. El raton Dyrk1A+/- presento alteraciones en la fuerza muscular y la

marcha que se acentuaron con el envejecimiento

1.1.1. Curva de supervivencia en el raton Dyrk1A+/-

Con el objetivo de establecer el efecto en la supervivencia producido por la carencia
parcial del gen Dyrk1A, se registr6 a lo largo de 2 afios el nUmero de animales vivos
de la colonia de ratones Dyrk1A+/-. No se observaron diferencias significativas en la
supervivencia entre ambos genotipos, expresada como porcentaje de animales
vivos a lo largo del tiempo (efecto de genotipo, P = 0.46, ANOVA de medidas
repetidas). En la Figura 1 se ha representado Unicamente la fase final de la curva,

ya que en edades mas jovenes las curvas de ambos genotipos se solapan.
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1.1.2. Deterioro neurolégico en el ratéon Dyrk1A+/- con el

envejecimiento

Se realiz6 la evaluacion neurolégica de los animales mediante la bateria de pruebas
del protocolo SHIRPA en dos cortes transversales de edad. En la tabla adjunta
(tabla 1) se muestran los valores obtenidos para cada genotipo y edad en las
diferentes pruebas.

En animales adultos no se observaron diferencias entre genotipos a excepcion de la
respuesta de sobresalto en la que los ratones Dyrk1A+/- muestran una respuesta
significativamente menos acentuada (efecto de genotipo, P < 0.001, ANOVA). En
los animales viejos se observéo un deterioro general de las capacidades
neurosensoriales caracteristico del envejecimiento sin que se apreciaran diferencias
entre ambos genotipos. Las alteraciones mostraban el patrén tipico de
envejecimiento para las cepas de origen descrito en la literatura, afectando al
sistema vestibular (prueba de enderezamiento y geotaxia negativa), la capacidad

visual, la nocicepcion (pinzamiento de pata) y la respuesta de sobresalto.
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Tabla 1. Evaluacién neurosensorial en Dyrk1A+/-

Adulto (6 meses) Viejo (20 meses)

Control Dyrk1A +/- Control Dyrk1A +/-
Enroscamiento 0.04 £ 0.03 0.04 £ 0.04 0.33+0.07 §§§ 0.34+ 0.07 §8§
Capacidad visual 2.64 £0.08 242+0.14 1.86+0.78 §§§ 1.56+0.12 §§§
Reflejo de retraccion 0.95 £ 0.04 1.00 £ 0.00 1.28+0.01 §§ 1.18+0.10
del pabellén auricular
Reflejo corneal 0.95 £+ 0.04 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00
Pinzamiento de pata 210+0.10 1.92+£0.19 143+0.11 §§§ 1.50%0.12
Reflejo de 0.09 + 0.06 0.28 +0.14 0.08 £ 0.08 0.37 £0.12
enderezamiento
Geotaxia negativa 0.39 £ 0.09 0.58 £ 0.25 1.38+0.12 §§8§ 1.31+0.13 §§
Respuesta de 196 + 0.04 1.33+0.23 ** 052+0.11 §§§ 0.56+0.12 §§§

sobresalto

Evaluacion neurolégica y sensoriomotora mediante la aplicacion del protocolo SHIRPA
en ratones Dyrk1A +/- en diferentes edades (control adulto n = 24; Dyrk1A +/- adulto n
= 12; control viejo n = 21; Dyrk1A +/- viejo n = 16). Los datos se expresan como media
+ E.E.M. Diferencias entre genotipos ***P < 0.001; diferencias entre edades en un
mismo genotipo §§ P < 0.01, §§§ P < 0.001.

1.1.3. Actividad locomotora en el ratén Dyrk1A+/-

En el primer trabajo referido al modelo de haploinsuficiencia se describié un claro
fenotipo motor caracterizado por hipoactividad que se mostraba sobre todo en
entornos experimentales aversivos (Fotaki et al. 2002). Por tanto, y dado que la
actividad motora es una de las funciones fisiol6gicas que mas se modifica con el
envejecimiento era necesario evaluar ésta en los animales viejos. Se analiz6 la
actividad locomotora durante 72 horas en un entorno no aversivo mediante la rueda
de actividad en animales viejos de ambos genotipos. Los animales Dyrk1A+/-
mostraron un nivel de actividad sustancialmente menor que sus respectivos
controles (efecto de genotipo, P = 0.003, ANOVA de medidas repetidas) (Figura
2A), indicando una actividad basal reducida en un ambiente poco estresante, similar
a lo previamente descrito en los animales jévenes (Fotaki et al. 2002). Mas aun, las
diferencias entre ambos genotipos se incrementaron durante la fase oscura del ciclo
luz-oscuridad, fase en la que la actividad espontanea reslulta mas relevante (efecto
de genotipo, P < 0.001, ANOVA) (Figura 2B).
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Figura 2. Actividad motora de animales Dyrk1A+/- viejos. Se representa A) los
valores acumulativos y B) el nUmero de vueltas realizadas por ratones de 20
meses de edad durante 72 horas de estabulacién en jaulas acopladas a una
rueda de actividad (control n = 11; Dyrk1A+/- n = 12). La zona encuadrada se
corresponde con la fase oscura del ciclo luz-oscuridad. Los datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05, **P < 0.01.

1.1.4. Cambios sensoriomotores en el raton Dyrk1A+/- asociados a la
edad

Evaluacién de la marcha en el ratén Dyrk1A+/-

Mediante la prueba de la imprenta de pisadas se observé que los ratones Dyrk1A+/-
adultos presentaban un numero de pasos significativamente mayor (efecto de
genotipo, P < 0.001, ANOVA) que sus respectivos controles y con una menor
distancia medida entre huellas (efecto de genotipo, P < 0.001, ANOVA) (Figura 3Ay
3B). El raton Dyrk1A+/- viejo continu6 realizando pasos mas cortos en comparacion
con sus homologos control, si bien las diferencias no fueron tan significativas como
en el adulto (efecto de genotipo, numero de pasos: P < 0.05, ANOVA; distancia
entre pasos: P < 0.05, ANOVA). Los ratones Dyrk1A+/- no mostraron deiferencias
en el patron de marcha, mientras que en los ratones control se observé una
significativa reduccién en la marcha caracterizada por la realizacién de pasos mas

cortos (efecto de edad, P < 0.05, ANOVA) con el envejecimiento (Figura 3A).
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Figura 3. Analisis del patron de marcha en ratones Dyrk1A +/-. Se
muestran los resultados del analisis de la imprenta de las pisadas realizada
por los ratones en dos cortes de edad. Se representan (A) el nimero de
pisadas realizadas y (B) la distancia entre los pasos de los animales
Dyrk1A+/- y sus respectivos controles (control adulto n = 7; Dyrk1A +/- adulto
n = 7; control viejo n = 20; Dyrk1A +/- viejo n = 14). Los datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05, ***P < 0.001;
diferencias entre edades en un mismo genotipo § P < 0.05.

Deterioro del equilibrio con el envejecimiento en el ratén Dyrk1A+/-

En la prueba de equilibrio no se observaron diferencias entre genotipos en los dos
cortes de edad estudiados. Sin embargo, durante la primera sesion de la prueba, en
la que el animal tiene el primer contacto con la barra y por lo tanto seria la que tiene
un menor componente de aprendizaje y representa mejor la variable “equilibrio”, se
observé una peor ejecucion en ambos genotipos con el envejecimiento, si bien la
diferencia solamente alcanzé significacion estadistica en los ratones Dyrk1A+/-
viejos (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA). En la segunda sesion, se observo de
nuevo un efecto edad-dependiente en ambos genotipos, si bien los ratones control
viejos mejoraron la ejecucidon alcanzando una puntuacion similar a la
correspondiente a la etapa adulta, mientras que los ratones Dyrk1A+/- no lograron
realizar la prueba como en la edad adulta aunque la diferencia no alcanzo6
significacion estadistica (Figura 4).

Figura 4. Efectos de edad en la
& Control prueba de equilibrio en ratones

§
I

1,6 1 m Dyrk1A +/- Dyrk1A+/-. Se representa la
12 ejecucion de la prueba de la barra
’ de equilibrio en los genotipos de
0,8 - estudio a diferentes edades

(control adulto n = 23; Dyrk1A +/-
0.4 7 adulto n = 12; control viejo n = 21;

Dyrk1A +/- viejo n = 16). Los datos

1 2 1 2

se expresan como media + E.E.M.
adulto viejo Diferencias entre edades en un
mismo genotipo § P < 0.05.

2,0 7

Puntuacién
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Efecto de la edad sobre la fuerza muscular en el ratén Dyrk1A+/-

La fuerza muscular sufre un claro deterioro con el envejecimiento en los roedores
(Delbono 2003), que fue evaluada en nuestros experimentos empleando la
medicion de la capacidad de traccion en la prueba de la percha y la medida directa
de fuerza mediante la utilizacidon de un dinamémetro en la prueba de fuerza de
agarre. En la prueba de la percha (Figura 5A), los ratones Dyrk1A+/- adultos
mostraron un reflejo prensil y fuerza de agarre similares al genotipo salvaje,
alcanzando los valores de latencia maxima (5s). Sin embargo, con el
envejecimiento, mientras los ratones control continuaban realizando la prueba sin
dificultad, en los animales Dyrk1A+/- se aprecid un importante empeoramiento,
tanto con respecto a sus controles (efecto de genotipo, P < 0.001, ANOVA) como a
la ejecucion durante la etapa adulta (efecto de edad, P < 0.001, ANOVA).

Para analizar con mas precision este parametro y su deterioro con la edad, se
empleé un dinamometro para la medicion automatizada de la fuerza de agarre
(Figura 5B). En los ratones adultos se observaron diferencias entre genotipos en el
ensayo que utiliza la gravedad como fuerza de traccion (ensayo vertical) (efecto de
genotipo, P < 0.05, ANOVA), no hallandose diferencias cuando la fuerza de traccion
horizontal es ejercida por el experimentador (ensayo horizontal). En los animales
viejos, las diferencias entre genotipos se incrementaron, mostrando los animales
Dyrk1A+/- menor fuerza que sus respetivos controles (efecto de genotipo, P <
0.001, ANOVA). Debido a las importantes diferencias de peso existentes entre
ambos genotipos, que podrian influir en la ejecucion de la prueba, los datos
obtenidos se corrigieron con respecto al peso, sin que se hallara interaccion entre

ambos factores.
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Figura 5. Efecto de la edad sobre la fuerza muscular en ratones
Dyrk1A+/-. Se muestra la fuerza muscular en los dos cortes de edad
estudiados (control adulto n = 23; Dyrk1A +/- adulto n = 12; control viejo n =
21; Dyrk1A +/- viejo n = 16). A) Representacion del tiempo que los animales
permanecen aferrados a la percha (latencia maxima: 5s). B) Analisis de la
fuerza muscular medida mediante dinamdmetro. Los datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias entre edades en un mismo genotipo §§§ P
<0.001.

Alteraciones en la coordinacion y el aprendizaje motor en el ratén
Dyrk1A+/- con la edad

El deterioro asociado a la edad de la coordinacion motora se analiz6 mediante las
pruebas de la percha y el rodillo giratorio. En el adulto, la latencia de caida fue
significativamente menor en los ratones Dyrk1A+/- respecto a sus controles (efecto
de genotipo, P < 0.01, ANOVA), aunque este parametro es mas indicativo de fuerza
o tono muscular. Sin embargo, la latencia de llegada, que se calcula a partir
Unicamente de los animales que consiguen alcanzar el extremo de la percha, fue
similar en ambos genotipos (Figura 6A) sin diferencias en el numero de
desplazamientos realizados (Figura 6B). Con el envejecimiento se observé un
empeoramiento en la ejecucién de la prueba en ambos genotipos. Asi, la latencia
de llegada se increment6 hasta el punto de que muy pocos animales de ambos
genotipos alcanzaron el extremo de la percha (efecto de edad, P < 0.001, ANOVA)
(Figura 6A). Este empeoramiento en la ejecucion de la tarea se aprecié a su vez en
la disminucién del numero de desplazamientos realizados en ambos genotipos
(efecto de edad, P < 0.01, ANOVA) (Figura 6B). En los animales viejos las
diferencias en el numero de desplazamientos entre genotipos resultaron
significativas (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA), indicando una reduccion de la
actividad sobre la percha que depende de la integraciéon de la coordinacién motora
mas acusada en Dyrk1A+/-. En cuanto a la latencia de caida, las diferencias ya

existentes en la época adulta se acentuaron durante el envejecimiento (efecto de
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genotipo, P < 0.001, ANOVA), aunque se observé un detrimento en ambos
genotipos (efecto de edad, P < 0.001, ANOVA) (Figura 6A).
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Figura 6. Analisis de los cambios en coordinaciéon motora asociados al
envejecimiento mediante la prueba de la percha en ratones Dyrk1A+/-.
(A) Representacion de la latencia de caida y llegada al extremo de la percha
y (B) del numero de desplazamientos realizados durante 60 segundos en los
genotipos estudiados (control adulto n = 23; Dyrk1A +/- adulto n = 12; control
viejo n = 21; Dyrk1A +/- viejo n = 16). Los datos se expresan como media +
E.E.M. Diferencias entre genotipos **P < 0.01, ***P < 0.001; diferencias entre
edades en un mismo genotipo §§ P < 0.01, §§§ P < 0.001.

La coordinacion motora fue también evaluada mediante la prueba del rodillo
giratorio (Rotarod). En ratones adultos de ambos genotipos la curva de coordinacion
motora, expresada como la latencia de caida a velocidades crecientes constantes,
fue similar indicando que no existe afectacién dependiente de genotipo a este nivel
(efecto de genotipo, P = 0.31 ANOVA de medidas repetidas) (Figura 7). Lo mismo
ocurre en los animales viejos (efecto de genotipo, P = 0.48 ANOVA de medidas
repetidas). Cuando se evaluo el efecto de la edad no se observaron diferencias
importantes sugiriendo la conservacion de este pardmetro en ambos genotipos
(efecto de edad, control P = 0.29; Dyrk1A+/- P = 0.54 ANOVA de medidas

repetidas).
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Figura 7. Efecto de la edad en la coordinacion motora analizada en el rodillo
giratorio en los ratones Dyrk1A+/-. Representacion de la latencia de caida en las
diferentes sesiones con velocidades constantes distintas (4, 7, 10, 14, 24 y 34 rpm)
en los genotipos de estudio a edades diferentes (control adulto n = 22; Dyrk1A+/-
adulto n = 17; control viejo n = 16; Dyrk1A +/- viejo n = 14). Los datos se expresan
como media + E.E.M.

La prueba del rotarod se utiliza también para detectar alteraciones en el aprendizaje
motor, mediante un paradigma experimental de sesiones repetidas. El analisis del
numero de sesiones necesarias para llegar al criterio (mantenerse sobre el rodillo
durante 180 segundos) no mostré diferencias entre genotipos en la edad adulta
(efecto de genotipo, P = 0.76, ANOVA). Sin embargo, en los animales de 22 meses
aparecia una tendencia a un peor aprendizaje en los animales Dyrk1A+/- si bien
este efecto no alcanzaba significacion estadistica, en comparacion con sus

respectivos controles (efecto de genotipo, P = 0.12 ANOVA) (Figura 8).

39 Figura 8. Efecto de la edad en el
O Control aprendizaje motor en animales
m Dyrk1A +/- Dyrk1A+/-. Representacion del nimero de
sesiones requeridas para que los animales
se matengan en equilibrio durante 180
segundos sobre el rodillo girando a la
velocidad minima (4 rpm) en ambos
genotipos a dos edades diferentes (control
adulto n = 22; Dyrk1A +/- adulto n = 17;
adulto viejo control viejo n = 17; Dyrk1A +/- viejo n =
14). Los datos se expresan como media *
E.E.M.
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1.2. El modelo de haploinsuficiencia de Dyrk1A presenté alteraciones

en el sistema dopaminérgico nigroestriatal

1.2.1. Analisis estereolégico de los nucleos dopaminérgicos en el
raton Dyrk1A+/-

El anadlisis estereolégico de las células TH-positivas de la sustancia negra pars
compacta (SNpc) reveld una importante reduccioén del volumen de este nucleo en
los animales Dyrk1A+/- con respecto a los animales control (efecto de genotipo, P <
0.001, ANOVA) (Figura 9A). La densidad de neuronas TH-positivas presentes en
SNpc en los animales Dyrk1A+/- fue significativamente mayor que en los controles
(18.4%; efecto de genotipo, P<0.01, ANOVA) (Figura 9B), mientras que no se
apreciaron diferencias en la densidad celular total (Figura 9C). Sin embargo, el
calculo del numero total de células TH-positivas se observd una disminucién muy
significativa en los ratones con haploinsuficiencia de Dyrk1A (32.9%; efecto de
genotipo, P < 0.001, ANOVA) (Figura 9D) que se acompafiaba con una ligera
disminucién en el nimero total de células no TH-positivas (efecto de genotipo, P <
0.05, ANOVA) (Figura 9E), posiblemente relacionada con la reduccién de volumen

observada.
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Figura 9. Analisis estereolégico de la sustantia nigra pars compacta en
Dyrk1A+/-. El panel superiormuestra secciones coronales representativas
(50 um) de la SNPc de ambos genotipos tras la tincion con anticuerpo anti-
tirosin hidroxilasa (escala de la barra = 100 puM). En el panel inferior,
representacion del A) volumen de este nucleo, B) la densidad de células TH
positivas, C) la densidad total celular, D) el numero total de células TH
positivas y E) la celularidad total. Los datos se expresan como media +
E.E.M. (n= 4-6 ratones por genotipo). Diferencias entre genotipos *P < 0.05,
**P < 0.01, **P < 0.001.
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Con el fin de determinar la integridad histolégica del sistema nigroestriatal, se
estudio la celularidad del estriado, observandose en el ratén Dyrk1A+/- una
reduccion significativa del volumen (efecto de genotipo, P < 0.001, ANOVA) y una
importante reduccion en el numero total de células comparado con sus respectivos
controles (efecto de genotipo, P < 0.001, ANOVA), a pesar de no hallarse

diferencias en densidad celular.

Finalmente, el estudio estereolégico del area tegmental ventral (VTA) nuevamente
mostré una tendencia a la reducciéon de volumen en el animal heterozigoto, que no
llegd a alcanzar la significacion (efecto de genotipo, P = 0.11, ANOVA). Aunque no
se observaron diferencias en densidad, se detecté una reduccién tanto en el
numero de neuronas TH-positivas (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA) como en

el numero total de células (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA).

1.2.2. Induccion de catalepsia tras la administracion de antagonistas

dopaminérgicos en el raton Dyrk1A+/-

En un primer experimento se caracterizé la respuesta a diferentes dosis de
bloqueantes de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) en ratones de 22 meses,
analizando el efecto de catalepsia provocado por su administraciéon. El antagonista
D1, SCH-23390 produjo una respuesta cataléptica dosis dependiente (efecto de
dosis, P < 0.001, MANOVA) mas reducida en el raton Dyrk1A+/-, aunque la
diferencia entre genotipos no alcanzaba a ser significativa, (efecto de interaccion P
= 0.06, MANOVA), excepto a la dosis de 1 mg/kg (efecto de genotipo P < 0.05,
posthoc Bonferroni) (Figura 10A).

La administracion de un antagonista de los receptores D2 (haloperidol) dio lugar a
un patrén de respuesta similar. Mientras los animales control mostraban un
importante efecto cataléptico dosis-dependiente, (efecto de dosis, P <0.001,
MANOVA), los animales Dyrk1A+/- no presentaban incremento del tiempo de
catalepsia siendo la diferencia significativa (efecto de interaccion, P = 0.002,
MANOVA). En el analisis de cada dosis se observaron diferencias entre ambos
genotipos a las dosis de 1, 2 y 4 mg/kg (P < 0.05, P < 0.01 y P < 0.001

respectivamente, posthoc Bonferroni) (Figura 10B).
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Figura 10. Efecto cataléptico producido por antagonistas
dopaminérgicos en Dyrk1A+/-. Tras la administracion de dosis crecientes
de un antagonista de los A) receptores D1 (SCH-23390) y B) receptores D2
(haloperidol), se evalla el tiempo de catalepsia en la prueba de la barra en el
modelo de haploinsuficiencia de Dyrk1A (controles n=10, Dyrk1A+/- n=9).
Los datos se expresan como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P
<0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001.

1.2.3. Efecto de agonistas dopaminérgicos sobre la actividad en el
raton Dyrk1A+/-

La administracion de dosis bajas de quinpirole (2 mg/kg), un agonista
dopaminérgico selectivo de receptores D2, produjo una reduccion de la locomocién
en el campo abierto en ambos genotipos (efecto de tratamiento, P < 0.001 ANOVA).
Sin embargo, el efecto del farmaco fue significativamente mas marcado en los
animales control que en los ratones Dyrk1A+/- (efecto de genotipo, P = 0.002,
ANOVA) indicando una menor sensibilidad al farmaco en el animal heterozigoto
(Figura 11).

Figura 11. Evaluacion de Ila
2000 actividad tras la administracién de
0 Control agonista dopaminérgico D2 en
+/. Dyrk1A#/-,  Disminucion de la
1200 m Dyrk1A +/ distancia recorrida en el campo
§88 abierto  durante 4 min, tras la
§§8 administracion del agonista D2
400 -~ *kk quinpirole (2 mg/kg) (controles n=10,
Dyrk1A+/- n=9). Datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias
entre genotipos ***P < 0.001,
diferencias respecto al grupo salino
§8§§ P < 0.001.
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1.2.4. Experimentos de imagen in vivo en el ratén Dyrk1A+/- tras la

administracion de un agonista dopaminérgico indirecto

Los experimentos de imagen in vivo (Dra. O. Millan, IAT) mostraron que la
administracion intraperitoneal de anfetamina (4 mg/kg) producia un incremento en la
actividad metabdlica cerebral en ambos genotipos (efecto de farmaco, P < 0.005,
MANOVA) ya que la captaciéon cerebral de FDG18 se incrementaba notablemente.
Este incremento de actividad metabdlica era significativamente menor en los
animales Dyrk1A+/- (interaccion genotipo-tratamiento P = 0.018, ANOVA de dos
vias), siendo del 100% en control y del 28% en Dyrk1A +/- (Figura 12).

Salino Anfetamina

2
- .
1
Suv
Dyrk1A+/-
0

Figura 12. Deteccion de la actividad metabdlica cerebral mediante
imagen in vivo de micro-PET. En el panel se muestran secciones
transversales representativas de cada genotipo tras la administracion IP del
vehiculo o anfetamina (4 mg/kg). El grafico se corresponde con el porcentaje
de incremento de actividad cerebral observado tras la administracion de
anfetamina en ambos genotipos.
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2. ALTERACIONES NEUROLOGICAS Y COMPORTAMENTALES
ASOCIADAS A LA EDAD EN UN MODELO MURINO DE
SOBREEXPRESION DE DYRK1A (TGDYRK1A)

2.1. El ratén TgDyrk1A presento6 alteraciones en coordinacién motora y

una desorganizacion de los patrones motores

2.1.1. Curva de supervivencia en el ratén TgDyrk1A

La sobreexpresion de Dyrk1A no afecta a la supervivencia de los animales. El
registro de la supervivencia de animales control y TgDyrk1A no mostrd diferencias
entre ambos genotipos (efecto de genotipo, P = 0.80, ANOVA de medidas
repetidas) (Figura 13).
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21.2. Deterioro neurolégico en el raton TgDyrk1A con el

envejecimiento

La evaluacion neurolégica de ratones TgDyrk1A se realiz6 mediante la bateria de
pruebas SHIRPA en dos cortes transversales de edad (6 y 22 meses). En la tabla
adjunta (Tabla 2) se muestran los valores obtenidos para cada genotipo y edad en
las diferentes pruebas.

Los ratones TgDyrk1A adultos s6lo presentaron alteraciones en la respuesta de
escape con respecto a los controles de la misma edad. La reactividad a la

estimulacion tactil en el ratén TgDyrk1A fue menor ya que presentd una reacciéon de
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escape reducida en comparacion con los controles (efecto de genotipo, P < 0.05,
ANOVA). En el envejecimiento esta tendencia se mantuvo aunque no alcanzé la
significacion estadistica (efecto de genotipo, P = 0.10, ANOVA). En cualquier caso,
la reaccion de escape se encontraba ligeramente incrementada en ambos
genotipos con la edad (efecto de edad, P < 0.05, ANOVA).

Con el envejecimiento se observd en los animales control un deterioro del sistema
vestibular, como se reflejaba en la prueba de enroscamiento (efecto de edad, P <
0.01, ANOVA), que no fue apreciable en los ratones TgDyrK1A. Generalmente, el
envejecimiento provoca cambios en el pelo del animal que se muestra mas inhiesto,
alteraciéon presente en los ratones TgDyrk1A (efecto de edad, P < 0.05, ANOVA).
Finalmente, la respuesta de sobresalto aparecié afectada de manera similar con el

envejecimiento, siendo significativamente menor en los animales TgDyrk1A (efecto

de edad, P < 0.05, ANOVA).

Tabla 2. Caracterizaciéon neurosensorial de TgDyrk1A

Adulto (8 meses)

Viejo (22 meses)

Control TgDyrk1A Control TgDyrk1A
Enroscamiento 0.00 £ 0.00 0.05+0.05 0.22+0.09 §§ 0.20% 0.06
Capacidad visual 1.67 £0.14 1.80+£0.13 1.78 £ 0.15 1.55+0.10
Respuesta de 225+0.13 2.20+£0.13 244 £0.24 2.20+£0.17
alcance
Reflejo de retirada 1.00 £ 0.00 1.15+0.11 1.28 £ 0.15 § 1.25+0.85
del pabellén auricular
Reflejo corneal 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00
Respuesta de 1.62 £0.15 1.15+0.18 211+£0.11 § 1.75+0.13
escape
Reflejo de retiradade 1.50 £ 0.21 1.55+0.17 1.88 £ 0.21 1.88£0.12
pata
Reflejo de 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.11+£0.11 0.08 + 0.06
enderezamiento
Geotaxia negativa 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.11+£0.11 0.10 £ 0.07
Respuesta de 1.29+0.16 1.30+£0.17 1.11+0.18 0.85+ 0.08
sobresalto
Piloereccion 0.08 + 0.06 015+ 0.07 0.28+0.12 0.45+0.09
Posicion de la cola 1.21 £0.07 1.25+0.13 1.22+0.15 0.90+£0.12

Evaluacion neurolégica y sensoriomotora mediante la aplicacion del protocolo
SHIRPA en ratones control y TgDyrk1A y en diferentes edades (control adulto n
=12; TgDyrk1A adulto n = 10; control viejo n = 9; TgDyrk1A viejo n = 20). Los
datos se expresan como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05;
diferencias entre edades en un mismo genotipo § P < 0.05 §§ P < 0.01.
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2.1.3. Cambios de la actividad locomotora y en ansiedad en el ratén
TgDyrk1A con la edad

La actividad en los ratones TgDyrk1A en los dos cortes de edad fue analizada en el
campo abierto, un entorno novedoso con un grado de aversividad moderado. Sin
embargo, una de las caracteristicas diferenciales entre ratones con reduccion y
aumento de expresion de Dyrk1A es el nivel de ansiedad que muestran los
animales. En el ratdn transgénico el fenotipo ansioso podria determinar alteraciones
fenotipicas que enmascarasen los resultados de otras pruebas conductuales. Por
ello se analiz6 de forma especifica la respuesta conductual a entornos con
componente aversivo en el ratdnTgDyrk1A.

Previamente habia sido descrito que en esta prueba los animales TgDyrk1A adultos
presentan hiperactividad moderada (Altafaj et al. 2001) como indica el incremento
de la distancia recorrida (Figura 14A) y la realizacion de un numero
significativamente mayor de deambulaciones (Figura 14B) comparados con los
ratones control. Con el envejecimiento, aunque la tendencia a la hiperactividad
persistia en los ratones transgénicos, no resultd significativa. El analisis estadistico
de estos dos parametros reveld una marcada reduccion de la actividad horizontal
edad-dependiente (efecto de edad, P < 0.001, ANOVA) si bien no se observo una
interaccién genotipo-edad, indicando que la disminucion observada con la edad era
similar en ambos genotipos.

En cuanto a la actividad vertical, el raton TgDyrk1A adulto realiza un mayor numero
de enderezamientos (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA) (Altafaj et al. 2001) que
sus homologos control. Sin embargo, el TgDyrk1A viejo mantiene una tendencia al
incremento de actividad vertical pero sin alcanzar la significacion (Figura 14C). No
se observaron diferencias importantes asociadas a la edad en ningun genotipo en
cuanto a la actividad vertical, indicando que se trata de un parametro relativamente

estable.
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Figura 14. Cambios en la actividad locomotora en un entorno novedoso
en TgDyrk1A con el envejecimiento. Comparacion de A) la distancia total
recorrida, B) el numero de deambulaciones y C) el numero de
enderezamientos realizados en el campo abierto en los genotipos de estudio
en dos cortes transversales de edad (control adulto n = 24; TgDyrk1A adulto
n = 28; control viejo n = 9; TgDyrk1A viejo n = 16). Los datos estan
expresados como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05;
diferencias entre edades en un mismo genotipo §§§ P < 0.001.
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En el campo abierto para definir la conducta relacionada con ansiedad se determind

el indice periferia-centro (Figura 15). En trabajos previos de nuestro laboratorio se

habia descrito una marcada reduccion de este parametro en el TgDyrk1A adulto

(efecto de genotipo, P < 0.001, ANOVA) como resultado de una mayor permanencia

en la zona central, indicando un nivel de ansiedad menor (Altafaj et al. 2001). Con el

envejecimiento, los controles redujeron significativamente su nivel de ansiedad con

respecto a la etapa adulta (efecto de edad, P < 0.01, ANOVA), mientras que en el

animal transgénico no se observaron diferencias entre los dos cortes de edad en el

nivel de ansiedad.
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Figura 15. Efecto de la edad en la
ansiedad en ratones TgDyrk1A.
Representacion del indice periferia-
centro definido como la proporciéon de
los porcentajes de permanencia entre
*kk periferia y centro en dos cortes de
edad diferentes (control adulto n = 24,

TgDyrk1A adulto n = 28; control viejo
n = 9, TgDyrk1A viejo n = 16). Los
datos se expresan como media *

§§
O Control

B TgDyrk1A

adulto viejo E.E.M. Diferencias entre genotipos
***P < 0.001, diferencias entre edades
en un mismo genotipo §§ P < 0.01.
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El laberinto elevado en cruz a pesar de ser una prueba con un elevado grado de
ansiogenicidad, permite evaluar la actividad en un entorno aversivo. En esta
prueba, aunque los ratones TgDyrk1A recorrieron mas distancia total en las dos
edades de estudio comparados con los animales control, estas diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica (Figura 16A). De todos modos, al igual que
en la prueba del campo abierto se observé una disminucion de la actividad en
ambos genotipos con el envejecimiento (efecto de edad, control P < 0.001,
TgDyrk1A P < 0.01, ANOVA). En cuanto a la actividad vertical, no se observaron
diferencias entre ambos genotipos en el numero de enderezamientos en los dos
cortes de edad estudiados (Figura 16B). En el laberinto elevado en cruz, la
actividad en los brazos abiertos se mantiene con la edad, mientras que la actividad
en brazos cerrados, indicativa de actividad locomotora resulta significativamente
alterada. En efecto, el analisis del niumero de entradas en brazos cerrados indico
que durante la etapa adulta no existian diferencias entre genotipos, pero con el
envejecimiento los animales control redujeron muy significativamente su actividad
(efecto de edad, P < 0.01, ANOVA), mientras que los cambios no fueron tan
ostensibles en los animales TgDyrk1A, lo que determiné que los ratones TgDyrk1A
realizaron un nimero de entradas significativamente mayor que los controles viejos
(efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA) (Figura 16C).
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Figura 16. Efecto de la edad en la actividad realizada en el laberinto
elevado en cruz en TgDyrk1A. Representacion de A) la distancia recorrida,
B) el niumero de enderezamientos y C) el nimero de entradas realizadas en
brazos cerrados y abiertos en dos transversales de edad (control adulto n =
11, TgDyrk1A adulto n = 17; control viejo n = 11; TgDyrk1A viejo n = 15). Los
datos estan expresados como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P
< 0.05. Diferencias entre edades en un mismo genotipo §§ P < 0.01, §§§ P <
0.001.
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2.1.4. Modificaciones de los parametros sensoriomotores en ratones

TgDyrk1A asociadas a la edad

Evaluacién de la marcha en el raton TgDyrk1A

En la prueba de la imprenta de pisadas no se observaron diferencias entre ambos
genotipos adultos ni en el numero de pisadas ni en la distancia media entre ellas.
Sin embargo, los ratones TgDyrk1A viejos realizaron un namero significativamente
menor de pasos y de una distancia mas larga con respecto a la edad adulta (efecto
de edad, P < 0.001, P < 0.01, para cada parametro, ANOVA) y a los ratones control
viejos (efecto de genotipo, P < 0.05 en ambas medidas, ANOVA) (Figura 17A y
17B).
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Figura 17. Analisis del patron de marcha en los ratones TgDyrk1A.
Representacion de A) el numero de pisadas realizadas y B) la distancia
media entre pasos en dos cortes de edad (control adulto n = 10; TgDyrk1A
adulto n = 10; control viejo n = 4, TgDyrk1A viejo n = 6). Los datos se
expresan como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05;
diferencias entre edades en un mismo genotipo §§ P < 0.01, §§§ P < 0.001.

Caracterizacion del patron de natacion en el ratén Tgdyrk1A

Dentro de la caracterizacion del fenotipo motor del TgDyrk1A, una de las pruebas
seleccionadas fue la prueba de natacion, dado que permite determinar alteraciones
sutiles del fenotipo motor gracias a la profundidad del nivel de analisis que abarca
aspectos no detectables en otras pruebas. Sin embargo, debido al gran esfuerzo
fisico que comporta, no fue posible su realizacidbn en animales viejos. Aun asi, a
pesar de no tener datos sobre el perfil neurodegenerativo en esta prueba, se
presentan los resultados de la misma ya que son indicativos de alteraciones

cualitativas en la actividad de los animales, que no quedan reflejadas en ofras
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pruebas. Durante los 10 min de duracién de la prueba no se observaron diferencias
en la velocidad de natacion, lo que sugiere que el nivel de fatiga era similar en
ambos genotipos. Asimismo, no se observé correlacion (r = 0.055, P = 0.89; test de
correlacion de Pearson) entre la velocidad de natacion y el tiempo de actividad,
definido como el porcentaje de tiempo empleado en nadar en una trayectoria lineal.
Esto asegura que la evaluacién del resto de los parametros no se veria confundida
0 enmascarada por un posible efecto inespecifico, no relacionado con el patron de
actividad.

Los ratones TgDyrk1A mostraron un incremento en la actividad no-lineal
pudiéndose considerar ésta como una actividad motora erratica. De hecho, los
ratones transgénicos realizaron un niumero de paradas e inicios de actividad (salvas
de actividad) significativamente mayor que los controles (efecto DE genotipo, P =
0.02, ANOVA) (Figura 18A). Estos periodos de actividad se caracterizaban por ser
mas cortos (efecto de genotipo, P = 0.01, ANOVA) (Figura 18B) y presentar un
namero de paradas (periodos de inactividad de duracion entre 1 y 5 s)
significativamente mayor (efecto de genotipo, P = 0.007, ANOVA) (Figura 18C). Asi
pues, los animales TgDyrk1A, mostraron un patrén de natacién mas irregular y
desorganizado. Finalmente, el tiempo de inmovilidad, definido como la duracién
acumulada de periodos de inactividad mayores de 5 s y separados entre si al
menos 1s, mostraba una tendencia no significativa a la reduccion en ratones
TgDyrk1A respecto a los controles (efecto de genotipo, P = 0.1, ANOVA) (Figura
18D). Esta diferencia se debia a que la duracion media de los periodos de reposo
era significativamente menor en nuestro modelo (efecto de genotipo, P = 0.02,
ANOVA) (Figura 18E).
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Figura 18. Caracterizacion del patréon de natacién en ratones TgDyrk1A.
Representacion del A) numero de arranques y de B) la duraciéon media de
éstos, asi como C) el numero de paradas, D) el tiempo que permanece
inmovil durante mas de 5 s y E) la duracion media de los periodos de reposo
realizada por los animales (controles n = 5; TgDyrk1A n= 9). Los datos se
expresan como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05; **P <
0.01.

Finalmente, la actividad en la periferia del tanque o tigmotaxia, se encontraba
reducida en los animales TgDyrk1A, como demuestra el incremento en la distancia
recorrida por el centro de la piscina con respecto a los animales control (efecto de
genotipo, P < 0.05, ANOVA) (Figura 19A'y 19B).
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Figura 19. Analisis del patron de natacion en TgDyrk1A. A) Trayectorias
de natacion representativas de ambos genotipos ilustrando como el animal
TgDyrk1A presenta un patrén de natacién mas irregular predominante en la
zona central. B) Porcentaje de la distancia recorrida en la zona central y
periférica (controles n = 5; TgDyrk1A n = 9). Los datos se expresan como
media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.
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Deterioro del equilibrio con el envejecimiento en el raton TgDyrk1A

Al analizar la prueba de equilibrio, no se observan diferencias entre ambos
genotipos en sendos cortes de edad. Sin embargo, existe un deterioro importante
del equilibrio con el envejecimiento como demuestra la disminucion de la
puntuacién obtenida en la primera sesién de la prueba en ambos genotipos (efecto
de edad: control P < 0.001, TgDyrk1A P < 0.01, ANOVA) indicando que los
animales permanecen en la zona central de la barra. En la segunda sesién, mas
indicativa de la actividad sobre la barra, los animales TgDyrk1A viejos comparados
con sus respectivos controles mostraron menos actividad sobre la barra (efecto de
genotipo, P < 0.05, ANOVA) (Figura 20).

35 - §8§8 | O Control  Figura 20. Efecto de la edad en el
i m TgDyrk1A equilibrio del raton TgDyrk1A.

Representacion de la ejecucion

sobre la barra de equilibrio en ambos

genotipos y a diferentes edades
15 7 (control adulto n = 12; TgDyrk1A
adulto n = 10; control viejo n = 9;
0,5 TgDyrk1A viejo n = 19). Los datos se
expresan como media * E.E.M.
1 2 1 2 Diferencias entre edades en un
mismo genotipo § P < 0.05, §§ P <
0.01, §§§ P < 0.001.

2,5 1

adulto viejo

Efecto de la edad sobre la fuerza muscular en el raton TgDyrk1A

El analisis de la fuerza muscular no revel6 diferencias entre ambos genotipos ni con
la edad en este parametro. De igual manera, no se observaron diferencias entre
genotipos ni con la edad en el reflejo prensil en la prueba de la percha (Figura 21A).
El mismo patrén se observé cuando se midié la fuerza muscular con un
dinamoémetro tanto al analizar la fuerza ejercida por las patas delanteras como por

las cuatro patas a la vez (Figura 21B).
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Figura 21. Efecto de la edad en la fuerza muscular y el reflejo prensil en
ratén TgDyrkA. Se muestra la fuerza muscular en los dos cortes de edad
estudiados (control adulto n = 12; TgDyrk1A adulto n = 10; control viejo n =
10; TgDyrk1A viejo n = 21). A) Reflejo prensil: representacion del tiempo que
los animales permanecen aferrados a la percha (latencia maxima: 5s). B)
Analisis de la fuerza muscular medida mediante dinamoémetro. Los datos se
expresan como media + E.E.M.

Alteraciones en la coordinacién y aprendizaje motor en el ratén
TgDyrk1A con la edad

En la prueba del rodillo giratorio no se observaron diferencias en la curva de
latencia a velocidades crecientes constantes entre ambos genotipos en ninguno de
los dos cortes de edad (Figura 22A). Sin embargo, con el envejecimiento, ambos
genotipos experimentaron un deterioro significativo en la realizacién de la prueba
(efecto de edad, controles: P < 0.01, TgDyrk1A: P < 0.05 ANOVA de medidas
repetidas). Esta alteracion se observéd de forma mas importante a velocidades bajas
cuando la demanda de la tarea es menor (efecto edad, controles: vel 7 rpm P <
0.05, vel 14 rpm P < 0.01, vel 19 rpm P < 0.05; TgDyrk1A: vel 7 rpm P < 0.05, vel 14
rpm P < 0.01, posthoc Bonferroni), sugiriendo que no se trata de un problema de
coordinacion.

En un segundo experimento dirigido al analisis de la coordinacion motora se utilizd
la prueba de la cinta giratoria sinfin (Figura 22B). Esta prueba requiere una mayor
capacidad de integracion motora que el rodillo giratorio permitiendo detectar
diferencias en coordinacibn mas sutiles y menos dependientes de factores
motivacionales, al utilizar un estimulo aversivo (descargas eléctricas suaves en las
patas). Por otra parte, aunque podria considerarse una prueba de esfuerzo, el
paradigma empleado reduce la fatiga, al emplear tiempos cortos, aumentando, sin

embargo, la dificultad mediante incrementos en velocidad y pendiente. De nuevo,
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debido a la agresividad de la prueba, solo fue posible realizarla en animales adultos.
En los animales TgDyrk1A adultos la coordinacion motora se encontraba
marcadamente afectada con respecto a los controles siendo la curva de descargas
eléctricas recibidas significativamente diferente en ambos genotipos (efecto de
genotipo, P < 0.001, ANOVA de medidas repetidas). En consonancia, el tiempo
acumulado de shock recibido era significativamente mayor en varias de las
velocidades analizadas (efecto de genotipo, vel 10 cm/s P < 0.05, vel 20 cm/s P <
0.01, vel 30 rpm P < 0.001, posthoc Bonferroni).
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Figura 22. Efecto de la edad en la coordinacion motora en el ratén
TgDyrk1A. A) Latencia de caida del rotarod cuando se somete al animal a
velocidades constantes crecientes (control adulto n = 15; TgDyrk1A adulto n
= 14; control viejo n = 5; TgDyrk1A viejo n = 10). B) Representacion del
periodo de tiempo acumulado de shock en la cinta andadora (inclinaciéon 20°)
(control adulto n = 10; TgDyrk1A adulto n = 14). Los datos estan expresados
como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.001.

El registro del tiempo acumulado de shock recibido durante dos ensayos de
aprendizaje a la velocidad de 5 cm/s e inclinacién minima (5°) mostré6 que mientras
los animales control adultos aprendian la tarea y por lo tanto, reducian el tiempo de
shock, a lo largo de los dos ensayos los TgDyrk1A no adquirian la tarea tan
eficazmente (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA de medidas repetidas) (Figura
23A). Esta alteracion en el aprendizaje motor se observé asimismo en el rotarod,
donde el ratén TgDyrk1A adulto requeria un numero significativamente mayor de
ensayos para mantenerse sobre la rueda del rotarod durante 4 min (efecto genotipo,
P < 0.05, ANOVA) (Figura 23B). Estas diferencias entre genotipos también
aparecian con el envejecimiento en la tarea de aprendizaje en el rotarod, sin que

alcanzaran significacion estadistica.
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Figura 23. Efecto de la edad en el aprendizaje motor en el ratén
TgDyrk1A. A) Representacion del tiempo acumulado de shock en dos
sesiones de demanda motora baja (velocidad 5 cm/s e inclinacién de la cinta
5°) en la cinta movil como indicador del aprendizaje motor (control n = 10,
TgDyrk1A n = 14) y B) del numero de sesiones requeridas para que los
animales se matengan en equilibrio durante 180 segundos sobre el rodillo
girando a la velocidad minima (4 rpm) (control adulto n = 15; Dyrk1A adulto n
= 14; control viejo n = 5; TgDyrk1A viejo n = 10). Los datos estan expresados
como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.

2.2. El modelo de sobreexpresion de Dyrk1A presenté alteraciones

poco relevantes en el sistema dopaminérgico nigroestriatal

2.2.1. Anadlisis estereolégico de la Sustancia Negra pars compacta en el
ratén TgDyrk1A

El estudio estereologico de la sustancia negra pars compacta (SNpc) no reveld
diferencias importantes en el volumen de este ndcleo entre los animales TgDyrk1A
y sus respectivos controles. Asimismo, no se observaron diferencias en la densidad
ni en el numero de neuronas dopaminérgicas, marcadas con un anticuerpo anti-
tirosin hidroxilasa (TH). La determinacion de la densidad celular y el numero total de

células de este nucleo tampoco mostré modificaciones entre genotipos (Tabla 3).
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Tabla 3. Analisis estereolégico de las neuronas TH positivas en SNpc en
el raton TgDyrk1A

SNpc i Control TgDyrk1A
Volumen (mm?®) i 0.27 £ 0.03 0.27+ 0.03
Densidad TH (nimero TH positiva/mm®) 36952 + 3044 34049 £ 1140
Numero de TH positiva ' 9741 £ 940 9139 + 697
Densidad celular (célula/mm?®) 193893 £ 24735 194194 + 24696
Numero de células totales 54355 + 12370 25349 + 8170

Volumen, densidad de TH positivas y celular y del numero de células Th
positivas y totales en el nucleo dopaminérgico SNpc en TgDyrk1A en dos
cortes de edad (5 animales por grupo). Los datos se expresan como media +
E.E.M.

2.2.2. Induccién de catalepsia tras la administracion de antagonistas

dopaminérgicos en el ratén TgDyrk1A

La administracion de antagonistas dopaminérgicos permitié estudiar la sensibilidad
de los ratones TgDyrk1A a estos farmacos analizando el tiempo de catalepsia
provocado. La administracion intraperitoneal de dosis crecientes del antagonista
selectivo D1 SCH-23390 produjo un incremento del tiempo de catalepsia dosis-
dependiente (efecto de farmaco, P < 0.005, ANOVA de medidas repetidas) sin
observarse diferencias entre genotipos (Figura 24A). Por el contrario, aunque en
ambos genotipos se observd un aumento del tiempo de catalepsia tras la
administracion de dosis crecientes del antagonista D2 haloperidol (efecto de
farmaco, P < 0.001, ANOVA de medidas repetidas), el efecto cataléptico en el
TgDyrk1A fue significativamente menor (interaccion tratamiento-genotipo P < 0.01,
ANOVA de medidas repetidas), estableciéndose las diferencias fundamentalmente
a las dosis mas altas del farmaco (2 y 4 mg/kg P < 0.05, posthoc Bonferroni) (Figura
24B).
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Figura 24. Efecto cataléptico en TgDyrk1A. Tiempo de catalepsia
producido en el test de la barra tras la administracion de dosis crecientes A)
del antagonista D1 SCH-23390 y B) del antagonista D2 haloperidol (control
n = 16, TgDyrk1A n = 15). Los datos se expresan como media + E.E.M.
Diferencias entre genotipos * P < 0.05.

2.2.3. Efecto de agonistas dopaminérgicos sobre la actividad en el
ratén TgDyrk1A

La administracion del agonista D2 quinpirole produjo una marcada reduccion en la
distancia recorrida por ambos genotipos (efecto farmaco, P < 0.01, ANOVA de dos
vias). Asi, con respecto a la administracion de salino en ambos genotipos se
produjo una reduccioén significativa de actividad a las dos dosis empleadas (efecto
farmaco, 1 mg/kg: control P < 0.05 y TgDyrk1A P < 0.05; 2 mg/kg: control P < 0.01y
TgDyrk1A P < 0.01, ANOVA). La sensibilidad al farmaco fue similar en ambos
genotipos a las dos dosis utilizada (interaccion genotipo-tratamiento P = 0.98,
ANOVA de dos vias) (Figura 25A).

Por otro lado, la actividad horizontal fue analizada durante 30 minutos tras la
administracion del agonista indirecto anfetamina (5mg/kg). La administracion del
farmaco produjo un progresivo incremento en la actividad de los animales (efecto
farmaco P < 0.01, ANOVA de dos vias), similar en ambos genotipos (interaccion
genotipo-tratamiento P = 0.84, ANOVA de dos vias) (Figura 25B).
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Figura 25. Actividad en el campo abierto tras la administracién de
agonistas dopaminérgicos en TgDyrk1A. A) Representacion de la
distancia recorrida tras administracion via IP de salino o agonista D2
quinpirole (1 y 2 mg/kg). B) Representacion de la distancia recorrida en
intervalos de 5 minutos durante 30 minutos tras la administracion de salino o
anfetamina (5mg/kg) (control n = 7; TgDyrk1A n = 7). Los datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias entre tratamientos en un mismo genotipo §
P <0.05, §§ P <0.05.

2.3. El modelo de sobreexpresion de Dyrk1A presenté un deterioro

cognitivo con el envejecimiento principalmente en la memoria reciente

2.3.1. Declive del aprendizaje y memoria visuo-espacial asociado a la

edad en el ratén TgDyrk1A

En trabajos previos de nuestro grupo se habian demostrado cambios significativos
en memoria visuo-espacial derivados de la sobrexpresiéon de Dyrk1A, utilizando un
laberinto acuatico. Esta misma prueba se ha utilizado en esta Tesis para determinar

los cambios asociados a la edad en el ratén TgDyrk1A.

La comparacioén entre genotipos tanto en los animales adultos como en los viejos no
mostro diferencias ni en la latencia de llegada a la plataforma ni en la distancia
recorrida durante la sesion de entrenamiento (trainning) lo que permitié descartar
alteraciones en el aprendizaje de procedimiento (Figura 26A y 26B). Sin embargo,
ya en esta primera sesion del experimento se observé que los animales viejos
nadaban mas lentamente comparados con los animales adultos en ambos
genotipos, un efecto que resultdé ser mas acusado en TgDyrk1A (efecto de edad,
control: P =0.13, TgDyrk1A: P < 0.005, ANOVA) (Figura 26C).
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El analisis de la curva de adquisicién indico que, aunque en todos los casos se
producia el aprendizaje (efecto de tiempo, P < 0.05, ANOVA de medidas repetidas),
aparecian diferencias dependientes de la edad (efecto edad P < 0.005, ANOVA de
medidas repetidas) de manera que en ambos genotipos la ejecucion de la prueba
mostraba un deterioro dependiente de edad (Figura 26A). Por otro lado, tanto en
ratones adultos como en animales viejos no existian diferencias entre genotipos a
pesar de que en ambos casos los ratones TgDyrk1A tardaban mas en llegar a la
plataforma, siendo en los animales viejos cuando esta tendencia se acerca a la
significacion (efecto de genotipo, P = 0.10, ANOVA de medidas repetidas). En
cuanto a la distancia recorrida, se observd una marcada reduccién en los animales
control (efecto de edad, P < 0.05, ANOVA de medidas repetidas), mientras que en
los animales transgénicos no resulté relevante (Figura 26B). De todos modos, al
igual que durante la sesion de entrenamiento, se observaron disminuciones
importantes edad-dependientes en la velocidad de los animales control y los
TgDyrk1A (efecto de edad, control: P < 0.05, TgDyrk1A: P < 0.005, ANOVA de
medidas repetidas). Este parametro estaba mas afectado en el ratébn TgDyrk1A
viejo (Figura 26C), que resulto ser significativamente mas lento que los controles
viejos (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA de medidas repetidas) por lo que, a

pesar de tardar mas en alcanzar la plataforma, la distancia recorrida fue menor.

Finalmente, en la sesién de aprendizaje guiado con la plataforma visible y marcada
con una bandera los animales adultos mostraron una latencia de escape similar a la
de la ultima sesi6n de adquisicion, sin embargo los animales viejos de ambos
genotipos realizaron latencias mas altas (control: A4 34 s, CUE 25 s; TgDyrk1A: A4
37s, CUE 31s) (Figura 26A). De manera similar, no se observaron diferencias en la
distancia recorrida entre genotipos a ambas edades, si bien, los animales viejos de
ambos genotipos realizaron distancias inferiores con respecto a la recorrida en la
Ultima sesion de adquisicion (Figura 26B). A pesar, de que estas alteraciones
podrian ser interpretadas como un deterioro en los animales viejos de forma que las
cuatro sesiones de adquisicion no fueron suficientes para alcanzar el nivel maximo
de aprendizaje, nuevamente se detectaron importantes variaciones en la velocidad
de natacion en los animales viejos que podrian explicar este efecto. En este

sentido, los ratones TgDyrk1A viejos nadaron mas lentamente que sus respectivos
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controles (efecto genotipo, P < 0.05, ANOVA) y que los TgDyrk1A adultos (efecto
edad, P <0.001, ANOVA) (Figura 26C).
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Figura 26. Efecto de la edad sobre la memoria visuo-espacial en el
laberinto acuatico en el raton TgDyrk1A. Representacion de A) la latencia
de llegada a la plataforma, B) la distancia recorrida y C) la velocidad de
natacion en las sesiones de entrenamiento (train), adquisicion (A1, A2, A3,
A4), aprendizaje guiado (cue), retirada de la plataforma (rem) y cambio de
posicién de la plataforma (rev) en ambos genotipos a dos edades diferentes
(control adulto n = 8; TgDyrk1A adulto n = 20; control viejo n = 18; TgDyrk1A
viejo n = 11). Los datos se expresan como media + E.E.M.

En la sesion de retirada de la plataforma, que permite analizar mas especificamente
la memoria visuo-espacial se observé una mayor preferencia por el cuadrante
entrenado en los animales control adultos respecto a los TgDyrk1A, expresada por
un mayor tiempo de permanencia en éste (efecto de genotipo, P < 0.05, ANOVA)
(Figura 27A). En los animales viejos, la preferencia por el cuadrante entrenado fue
similar entre genotipos. Al igual que sucedia en el resto de las sesiones, la
velocidad de natacion en esta sesién fue menor en los animales TgDyrk1A viejos
respecto a los controles viejos (efecto de genotipo P < 0.05, ANOVA) y a los

ratones transgénicos adultos (efecto de edad, P < 0.001, ANOVA) (Figura 27B).
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o 607 0 Control Figura 27. Efecto de la edad sobre la
® m TgDyrk1A memoria visuo-espacial en la sesiéon de
8 45 retirada de la plataforma en raton TgDyrk1A.
8% * Representacion del porcentaje de tiempo de
QE)Q 30 permanencia en el cuadrante entrenado en el
F & laberinto acuatico en dos cortes de edad
e 15 - (control adulto n = 8; TgDyrk1A adulto n = 20;
3 control viejo n = 18; TgDyrk1A viejo n = 11).
Los datos estan expresados como media *

adulto viejo E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.

Finalmente, la capacidad de aprender una nueva localizacién de la plataforma,
analizada en la sesién de cambio de posicidn de la misma, no mostré diferencias en
la latencia de llegada a la plataforma entre ambos genotipos, indicando que la
capacidad de aprender la nueva posicion de la plataforma no estaba alterada como
consecuencia de la sobreexpresion de Dyrk1A (Figura 28). En ambos genotipos se
observé una tendencia al incremento en la latencia de llegada a la plataforma

dependiente de edad aunque esta diferencia no alcanzé a ser significativa

60 - O Control Figura 28. Efecto de la edad sobre la
flexibilidad cognitiva en la sesiéon de
cambio de posicion de la plataforma en
el raton TgDyrk1A. Representacion de la
latencia de llegada a la plataforma
localizada en la posiciobn opuesta al
cuadrante entrenado en dos cortes de
edad (control adulto n = 8; TgDyrk1A
adulto n = 20; control viejo n = 18;
TgDyrk1A viejo n = 11). Los datos estan
expresados como media £ E.E.M.
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2.3.2. Efecto de la edad sobre la memoria reciente en el raton
TgDyrk1A

La memora reciente fue evaluada empleando la prueba de la evitacion pasiva
(Figura 29). No se observaron diferencias en la latencia de descenso de la
plataforma durante la primera exposiciéon al aparato, lo que descarta posibles
alteraciones en emotividad y/o impulsividad en esta prueba, que podrian afectar a
su ejecucion posterior. Durante la sesion realizada a las 24 horas de la exposicion
al primer shock, la latencia de descenso era parecida en ambos genotipos en los

animales adultos. Sin embargo los ratones TgDyrk1A viejos descendian de la
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plataforma con una latencia significativamente menor (efecto de genotipo, P < 0.05,
Mann-Whitney U-test), sugiriendo alteraciones en memoria reciente con el
envejecimiento en nuestro modelo. Al analizar la retencidén de la tarea a medio plazo
(7 dias después del entrenamiento) se observé que el animal transgénico tanto
adulto como viejo tendia a bajar de la plataforma antes, si bien esta diferencia no
llegaba a alcanzar significacion estadistica (efecto de genotipo, adulto P = 0.1; viejo
P = 0,07, Mann-Whitney U-test). Con el envejecimiento se observdé un claro
empeoramiento de la ejecucion en ambos genotipos en esta sesion, que sin
embargo so6lo alcanzé significacion en los animales TgDyrk1A (efecto de edad, P <
0.05, Mann-Whitney U-test).

400 7 Figura 29. Efecto de la edad en la
O Control memoria reciente en ratén TgDyrk1A.
300 |  mTgDyrk1A Representacion de la latencia de bajada

de la plataforma en la prueba de
evitacion pasiva, a las 24 horas y a los 7
dias en ambos genotipos en dos cortes
transversales de edad (control adulto n =
11; TgDyrk1A adulto n = 12; control viejo
n = 14; TgDyrk1A viejo n = 10). Los
datos estan expresados como mediana.
adulto viejo adulto viejo adulto viejo Diferencia entre genotipos *P < 0.05.

] Diferencia entre edades en un mismo

shock 24h 7 dias genotipo § P < 0.05.

200

100

2.4. El modelo de sobreexpresion de Dyrk1A presenté una leve

degeneracion colinérgica con el envejecimiento

El sistema colinérgico juega un papel fundamental en los procesos de retenciéon y
memoria reciente. La alteracion de los nucleos colinérgicos del prosencéfalo basal
es patognoménica en la EA, habiéndose incluso propuesto una hipétesis colinérgica
para la pérdida de capacidad cognitiva en esta enfermedad. Para caracterizar el
sistema no solamente hemos analizado las caracteristicas estructurales de los
nucleos colinérgicos del prosencéfalo basal, sino los factores tréficos que sustentan
Su supervivencia, y cuya alteracién se ha descrito en modelos murinos de SD
(Cooper et al. 2001; Hunter et al. 2003; Seo y Isacson 2005)
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2.41. Analisis estereolégico de los nucleos colinérgicos del

prosencéfalo basal en el ratén TgDyrk1A

En una primera fase experimental se estudiaron las caracteristicas estructurales de
dos nucleos colinérgicos del prosencéfalo basal: el nucleo septal medial (MSN) y la
banda vertical diagonal (VDB), en los que se han descrito alteraciones relacionadas
con el envejecimiento fisiolégico y patolégico. El analisis estereolégico no mostré
diferencias significativas en el volumen de ninguno de éstos nucleos entre
genotipos en ninguno de los cortes de edad estudiados, aunque en animales viejos
el volumen mostré6 una tendencia a la reduccién que no llegé a alcanzar la
significacion estadistica (Tabla 4). La reduccién del volumen del MSN asociada a la
edad se acompafid de una disminucién no significativa del ndmero de células
totales (tincion de cresil violeta) (efecto de edad, control: P = 0.16; TgDyrk1A: P =
0.07 respecto a la edad adulta, ANOVA), sin modificaciones en la densidad celular
(Tabla 4). De manera similar, en la VDB la celularidad total se encontraba reducida
en los animales viejos de ambos genotipos respecto a la etapa adulta, aunque en
menor grado de nuevo sin diferencias notables en la densidad celular (Tabla 4).

Tabla 4. Cambios en los nucleos colinérgicos VDB y MSN con la edad en el
raton TgDyrk1A

Adulto Viejo
MSN Control TgDyrk1A Control TgDyrk1A
Volumen (mm®) 0.31+0.03 0.31£0.03 0.24 +0.02 0.26 + 0.02
Densidad celular (célula/mm®) 420500 + 9211 413574 7863 42678 + 25372 373351 £ 17253
Numero de células 124812 + 11137 128680 + 9054 99240 + 12318 98919 + 11113
VvDB
Volumen (mm®) 0.38 £ 0.02 0.37 £ 0.03 0.32 £ 0.04 0.38 £ 0.04
Densidad celular (célula/mm®) 431474 15013 411016 + 17235 435976 + 35466 376604 + 31288
Numero de células 162589 + 9937 150495 + 10620 140382 + 11584 146164 + 4750

Volumen, densidad celular y nimero de células totales nucleos colinérgicos
MSN y VDB en TgDyrk1A en dos cortes de edad (4-6 animales por grupo).
Los datos se expresan como media + E.E.M.

Cuando el analisis se restringié a las neuronas colinérgicas de los nucleos de
estudio, positivas para colino acetiltransferasa (Chat), se observé que, pese a que
en el animal adulto la densidad y el nimero de células Chat positivas en MSN era
similar en ambos genotipos, en los animales TgDyrk1A viejos se produjo una
reduccion tanto en la densidad como en el nUmero de neuronas colinérgicas (efecto

de genotipo, P = 0.05, ANOVA). En los animales control se observé un incremento
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de la densidad colinérgica con la edad (efecto de edad, P < 0.05, ANOVA), si bien
el numero total de éstas no se modificé (Figura 30A y 30B)

En la VDB no se observaron diferencias entre genotipos durante la etapa adulta,
pero de nuevo el raton TgDyrk1A viejo muestra una reduccion significativa de la
densidad de neuronas Chat positivas respecto a la edad adulta (efecto de edad, P
< 0.05, ANOVA) y un menor numero de neuronas marcadas, a pesar de no
alcanzar la significacién (efecto de edad, P = 0.11, ANOVA) (Figura 30C y 30D).
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Figura 30. Analisis estereolégico de los nticleos colinérgicos MSN y
VDB marcados positivamente con anticuerpo anti-colino
acetiltransferasa en TgDyrk1A. Representacion de A) la densidad de
neuronas y del B) nuimero de células Chat positivas del nucleo MSN.
Siguiendo el mismo esquema, C y D se corresponden con el nucleo VDB (4-
6 animales por grupo). Los datos se expresan como media + E.E.M.
Diferencias entre edades en un mismo genotipo § P < 0.05.

Cuando se analizaron las neuronas marcadas positivamente frente al receptor de
neurotrofinas p75 en MSN, no se detectaron diferencias entre genotipos ni en la
densidad ni en el numero de células positivas en ninguno de los grupos de edad.
Sin embargo, se observé una tendencia a la reduccion en el nimero de células p75
positivas asociada a la edad en los animales TgDyrk1A (efecto de edad, P = 0.10,
ANOVA) (Tabla 5).

En el caso del nucleo VDB se repiti6 el mismo patron. Asi, no se observaron

diferencias entre genotipos en ambos cortes de edad al analizar el nimero de
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neuronas p75 positivas y la densidad de éstas pero de nuevo se observd una
disminucién no significativa de neuronas p75 asociada a la edad en TgDyrk1A
(efecto de edad, P = 0.15, ANOVA) (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis estereolégico de las neuronas p75 positivas en los
nucleos MSN y VDB en el raton TgDyrk1A

Adulto Viejo
MSN Control TgDyrk1A Control TgDyrk1A
Densidad p75 positiva (p75/mm°) 16979 + 1209 16345 + 845 14854 + 1520 13016 £ 778
Numero de p75 positva 4982 + 563 5169 + 761 4425 + 1369 3386 + 185
VvDB
Densidad p75 positiva (célula/mm®) 18578 + 1883 22644 + 1874 18562 + 1864 16741 £ 2142
Numero de p75 positiva 7128 £ 1023 8398 + 950 5854 + 586 6640 + 1072

Densidad y numero de neuronas p75 positivas en los nucleos colinérgicos
MSN y VDB en TgDyrk1A en dos cortes de edad (4-6 animales por grupo).
Los datos se expresan como media + E.E.M.

2.4.2. Determinacion de la concentracion de NGF en el ratén TgDyrk1A

La concentracion de NGF libre en el prosencéfalo basal, hipocampo y corteza
frontal fue determinada en dos cortes de edad mediante ELISA, sin que se
observaran diferencias importantes ni dependientes de genotipo ni asociadas a la
edad en el prosencéfalo basal (Figura 31A), el hipocampo o la corteza frontal. En
ambos cortes de edad los TgDyrk1A presentaron una mayor concentracion de NGF

comparado con sus respectivos controles (Figura 31B y 31C).
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Figura 31. Efecto de la edad en la concentracion de NGF libre en
diferentes estructuras cerebrales en TgDyrk1A. Concentracién de NGF
expresada como pg por mg de proteina en el A) prosencéfalo basal, B) el
hipocampo y C) la corteza frontal del modelo de sobreexpresién de Dyrk1A
en dos cortes de edad diferente (5-7 animales por grupo). Los datos se
expresan como media + E.E.M.
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25. ElI modelo de sobreexpresion de Dyrk1A presenta
alteraciones en la neuritogénesis y afectacion en la dinamica de

la actina delas espinas dendriticas

En una patologia neurodegenerativa de las caracteristicas del SD, es necesario
conocer los factores estructurales y funcionales que pueden constituir elementos
predisponentes de la neurodegeneracién asociada a la edad. Mas aun, con toda
probabilidad los elementos celulares y los procesos de neuroplasticidad que se
encuentran alterados durante el neurodesarrollo, también lo estaran en el adulto o
determinaran las alteraciones funcionales del envejecimiento en estos pacientes.
Por ello hemos abordado el estudio de los mecanismos celulares en una estructura
que muestra alteraciones significativas tanto en el SD como en nuestro modelo
transgénico, como es la corteza cerebral. Para este estudio hemos utilizado un
modelo experimental in vitro que permite estudiar los procesos de neuritogénesis: el

cultivo primario.

2.5.1. Caracterizacion de la neuritogénesis en el ratéon TgDyrk1A

La neuritogénesis se caracteriz6 mediante la reconstruccion grafica de neuronas
transfectadas con GFP provenientes de cultivos corticales primarios (ver métodos)
Los resultados se muestran en la Tabla 6. El analisis de la microarquitectura de las
células en el cultivo primario no reveld diferencias en el area del soma neuronal o

en el numero total de dendritas.

Analisis morfométrico del axén

El estudio de la morfologia del axén mostr6 una tendencia a una reduccién de la
longitud en los cultivos TgDyrk1A (efecto de genotipo, P = 0.1, test de U Mann-
Whitney), y a presentar mayor numero de ramificaciones (efecto genotipo, P = 0.1,
test de U Mann-Whitney) sin que estas diferencias resultaran significativas. La
reducciéon de la longitud del axén dependia de una reduccién de los segmentos
terminales del axon (efecto de genotipo, P < 0.05, test de U Mann-Whitney) sin

cambios significativos en la longitud de los segmentos intermedios (efecto de
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genotipo, P = 0.1, test de U Mann-Whitney). El numero de segmentos terminales no
vario entre ambos genotipos.

El analisis de la morofologia de los filopodios presentes a lo largo del axén reveld
que éstos eran mas cortos en el raton TgDyrk1A (efecto de genotipo, P < 0.005,
test de U Mann-Whitney) siendo su densidad significativamente superior en las
neuronas de animales transgénicos (efecto de genotipo, P < 0.05, test de U Mann-
Whitney).

Analisis morfométrico de las dendritas

Al analizar la morfologia de las dendritas se observé que el tamafio medio de éstas
era similar en ambos genotipos y que presentaban un numero parecido de
segmentos terminales sin diferencias de tamafio. Por el contrario, la longitud de los
segmentos intermedios resulté menor en las neuronas provenientes del animal
TgDyrk1A comparado con sus respectivos controles (efecto de genotipo, P = 0.08,
test de U Mann-Whitney)

Por otro lado, al igual que ocurria en el axén, en las dendritas del TgDyrk1A los
filopodios resultaron mas cortos (efecto de genotipo, P < 0.005, test de U Mann-
Whitney) y aunque eran ligeramente mas numerosos, la densidad era
significativamente mayor en estos animales (efecto de genotipo, P < 0.01, test de U
Mann-Whitney).

Caracterizacion de los conos de crecimiento

No se observaron diferencias de genotipo en el nimero ni el area de los conos de
crecimiento (efecto de genotipo, P = 0.19, test de U Mann-Whitney) pero la
densidad de conos fue significativamente superior en el TgDyrk1A (efecto de
genotipo, P < 0.05, test de U Mann-Whitney).
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Tabla 6. Caracterizacion del proceso de neuritogénesis en raton TgDyrk1A

Area del soma (um?)

Numero de ramificaciones

AXON

Longitud media del axon (um)

Numero de puntos de ramificacion

Numero de segmentos terminales

Longitud media de segmentos terminales (um)
Longitud media de segmentos intermedios (um)
Numero de filopodios

Longitud de filopodios (um)

Densidad de filopodios (nUmero/um)
DENDRITA

Longitud media de las dendritas (um)

Nudmero de puntos de ramificacion

Numero de segmentos terminales

Longitud media de segmentos terminales (um)
Longitud media de segmentos intermedios (um)
Numero de filopodios

Longitud de filopodios (um)

Densidad de filopodios (nUmero/um)

CONO DE CRECIMIENTO

Numero

Longitud (um)

Control

133.38 £ 15.89

15.31 £ 1.11

1925,41+ 130.48

20.23+2.74
33.44 + 3.07
30.46 + 3.78
60.94 + 9.06
59.19 +7.37
2.18 £0.07

0.03 +0.003

322.13 £25.05

0.85 £ 0.06
2.60+0.14
7.97 £0.44
216+0.34
1.84 +0.16
1.84+0.16
0.05 +0.003

247 +0.28
3.34 £ 0.44

TgDyrk1A

126.60 + 15.89

14.22 £ 1.05

1652.05 £ 96.33

3247 +2.25
34.77 +2.48
19.73 £ 1.80
42.13 £4.39
66.98 +7.15
1.87 +0.07

0.04 £ 0.003

310.97 £ 30.08

1.1+£0.10
271+0.18
7.33 £ 0.31
211+0.19
217 +£0.21
1.51+£0.05
0.07 £ 0.005

3.18 £0.38
3.31+0.28

*kk

*%

Neuritogénesis en el raton TgDyrk1A (control n = 39; TgDyrk1A n = 44). Los
datos se expresan como mediana * rango intercuartil.
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2.5.2. Estudio de la dinamica de la actina en las espinas dendriticas del
ratén TgDyrk1A

Los cambios en la morfologia de las espinas relacionados con plasticidad sinaptica,
dependen de modificaciones dinamicas del citoesqueleto de actina presente en las
espinas dendriticas. Mediante experimentos de FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching) se analizaron parametros relacionados con los cambios dinamicos
en la actina de las espinas dentriticas de cultivos corticales del modelo de
sobreexpresion de Dyrk1A tranfectados con GFP-actina. Se observé que la fraccion
de fluorescencia que se recupera (fraccién movil), la cual representa la difusion de
nuevos monomeros de actina que se incorporan a la espina, y por tanto, el
recambio de éstos, era significativamente menor en el ratén TgDyrk1A (efecto de
genotipo, P < 0.05, ANOVA) (Figura 32A). Por otro lado, la difusiéon de actina en las
espinas transgénicas resultd mas rapida que en las espinas controles como indica
la reduccion en el tiempo medio de recuperacion de la fluorescencia (efecto de
genotipo, P < 0.05, ANOVA) (Figura 32B).
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Figura 32. Experimentos de FRAP en espinas dendriticas de cultivos
corticales del raton TgDyrk1A. Representacion de A) el porcentaje de
fraccién movil de actina en las espinas y B) el tiempo medio de recuperacién
de la actina hasta niveles estables (control n = 17; TgDyrk1A n = 17). Los datos
se expresan como media = E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.
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2.6. ElI enriquecimiento ambiental no produjo efectos

beneficiosos en el modelo de sobreexpresion de Dyrk1A

Dado que la adaptacion al entorno es precisamente una de las funciones alteradas
en el retraso mental y los procesos neurodegenerativos, y que requiere de la
integridad de los procesos de neuroplasticidad para producir sus efectos,
evaluamos la repercusion de la exposiciéon a un entorno enriquecido en el modelo
TgDyrk1A,

2.6.1. Efecto del enriquecimiento sobre la actividad exploratoria en el
raton TgDyrk1A

La prueba de la tabla de agujeros se utilizé6 para evaluar la actividad exploratoria
tras la exposicion al enriquecimiento ambiental. En los machos la actividad
exploratoria no mostré cambios significativos tras enriquecimiento en ninguno de los
genotipos, como indico la ausencia de diferencias en el nUmero de exploraciones, el
tiempo total de exploracion y la duraciébn media de exploracion (Figura 33). Sin
embargo, las hembras control enriquecidas realizaron una duracidn media de
exploracion y un tiempo total mayor que las controles no enriquecidas (efecto de
tratamiento, P < 0.05, ANOVA) (Figura 33A y 33B). Por el contrario, en las ratonas
TgDyrk1A no se pudo observar este incremento significativo en la actividad
exploratoria como consecuencia del enriquecimiento ambiental. Ademas, las
hembras TgDyrk1A estabuladas en condiciones estandar realizaron un mayor
numero de exploraciones con respecto a las hembras control (efecto de genotipo, P
< 0.05, ANOVA), parametro que no se modificd por el enriquecimiento ambiental,
mientras que en las hembras control se observé un incremento en el nUmero de
exploraciones, aunque sin alcanzar la significacion (efecto de genotipo, P = 0.06,
ANOVA) (Figura 33C).
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Figura 33. Efecto del enriquecimiento en la actividad exploratoria en el
raton TgDyrkA. Representacion de A) la duracion media de exploracion, B)
el tiempo total de exploracion y C) el nimero de exploraciones realizadas en
la tabla de agujeros en el ratdbn TgDyrk1A tras el enriquecimiento ambiental
(MACHOS: control no enriquecido: n = 9; TgDyrk1A no enriquecido: n = 21;
control enriquecido: n = 11; TgDyrk1A enriquecido: n = 10; HEMBRAS:
control no enriquecido: n = 7; TgDyrk1A no enriquecido: n = 10; control
enriquecido: n = 13; TgDyrk1A enriquecido: n = 9). Los datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05. Diferencias
entre condiciones de estabulacion en un mismo genotipo § P < 0.05.

2.6.2. Efecto del enriquecimiento sobre el aprendizaje y la memoria

visuo-espacial en el ratén TgDyrk1A

Empleando el laberinto acuatico de Morris se analizé el efecto producido por la
estabulacién en condiciones de enriquecimiento ambiental sobre la memoria visuo-
espacial. Durante la sesion de entrenamiento no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los parametros analizados: latencia de llegada a la
plataforma (Figura 34A), ditancia recorrida (Figura 34B) y velocidad de natacion
(Figura 34B), indicando que el procedimiento fue adquirido de manera similar en los

4 grupos de estudio.
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Al analizar el efecto del enriquecimiento en los animales control, durante las
sesiones de adquisicidbn se observd una mejor ejecucion de la tarea en los
animales control no sometidos al enriquecimiento (efecto de tratamiento, P < 0.05,
ANOVA de medidas repetidas) (Figura 34A) mientras que los animales control
enriquecidos presentaron latencias de escape significativamente mayores durante
la primera sesion de adquisicién (efecto de tratamiento, P < 0.05, ANOVA) y su
velocidad de nataciéon fue mas lenta (efecto de tratamiento, P = 0.059, ANOVA de
medidas repetidas) (Figura 34C). Sin embargo, el porcentaje de reduccion de la
latencia entre la primera y la ultima sesion de adquisicidn, era similar en ambos
casos (control no enriquecido: 39.08%, control enriquecido: 41.16%). No se

observaron diferencias importantes en la distancia recorrida (Figura 34B).

En los animales transgénicos, el enriquecimiento no produjo cambios en la curva de
aprendizaje (efecto de tratamiento, P = 0.72, ANOVA de medidas repetidas), pero el
analisis del porcentaje de reduccidn de la latencia entre la primera y la Ultima sesién
indic6 que el aprendizaje en los animales TgDyrk1A enriquecidos no resulté tan
eficaz en comparacién con el resto de los grupos (TgDyrk1A no enriquecidos:
32.84%, TgDyrk1A enriquecidos: 11.21%), sugiriendo que el enriquecimiento tuvo
un efecto negativo en ratones macho, mas acusado en los animales TgDyrk1A. En
el caso de los animales transgénicos no se observaron diferencias importantes ni en

la distancia recorrida (Figura 34B) ni en la velocidad de natacion (Figura 34C).
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Figura 34. Estudio del efecto del enriquecimiento ambiental sobre la
memoria visuo-espacial en ratones TgDyrk1A macho. Representacion de
A) la latencia de llegada a la plataforma, B) la distancia recorrida y C) la
velocidad de natacion en las sesiones de entrenamiento (train), adquisicion
(A1, A2, A3, A4), aprendizaje guiado (cue), retirada de la plataforma (rem) y
cambio de posicion de la plataforma (rev) en el modelo de sobreexpresion de
Dyrk1A tras enriquecimiento ambiental (control no enriquecido n = 8; control
enriquecido n = 15; TgDyrk1A no enriquecido n = 20; TgDyrk1A enriquecido
n = 13). Los datos se expresan como media + E.E.M.

En un estudio preliminar realizado con hembras, se observd que la curva de
adquisiciéon en los animales control era ligeramente mejor que la obtenida en las
ratonas transgénicas. Ademas, mientras que en los controles, el enriquecimiento
ambiental pudo tener efectos beneficiosos, en los animales transgénicos no se
apreciaron diferencias en la ejecucién de la prueba independientemente de las
condiciones de estabulacion. A pesar de que estos datos resultan preliminares
debido al escaso numero de animales empleado, apuntan hacia una mejora en el
prendizaje visuo-espacial como consecuencia del enriquecimiento en las hembras
control, siendo menos evidente en las hembras transgénicas A diferencia que en los

machos, en las ratonas hembras no se observaron diferencias en la velocidad de
natacioén (Figura 35B).
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Figura 35. Estudio del efecto del enriquecimiento ambiental sobre la
memoria visuo-espacial en ratones TgDyrk1A hembra. Representacion
de A) la latencia de llegada a la plataforma y B) la velocidad de natacién en
las sesiones de entrenamiento (train), adquisicion (A1, A2, A3, A4),
aprendizaje guiado (cue), retirada de la plataforma (rem) y cambio de
posicién de la plataforma (rev) en el modelo de sobreexpresion de Dyrk1A
tras enriquecimiento ambiental (control no enriquecido n = 5; control
enriquecido n = 10; TgDyrk1A no enriquecido n = 6; TgDyrk1A enriquecido n
= 8). Los datos se expresan como media + E.E.M.

En los animales no sometidos al enriquecimiento ambiental se observdé una
afectacion en la memoria de referencia en sesién de retirada de la plataforma en los
animales TgDyrk1A, reflejada en la menor permanencia en el cuadrante entrenado
en comparacién con sus respectivos controles (efecto de genotipo, P = 0.05,
ANOVA). En el caso de los animales enriquecidos esta diferencia no resulté tan
evidente, en parte debido a que los animales control enriquecidos mostraron una
tendencia al empeoramiento de su ejecucion. En el estudio preliminar realizado en
hembras no reveld cambios en la memoria de referencia como consecuencia del
enriquecimiento ambiental (Tabla 7).

El analisis de la sesion de cambio de posicion de la plataforma no mostré
diferencias en flexibilidad cognitiva en el animal TgDyrk1A con respecto a los
controles. Ademas el enriquecimiento no mejoré esta capacidad en ninguno de los
dos genotipos. En hembras tampoco se observaron diferencias en este parametro
(Tabla 7).
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Tabla 7. Efecto del enriquecimiento en la memoria visuo-espacial y la
flexibilidad cognitiva en el ratén TgDyrk1A

Sin Enriquecimiento Enriquecimiento

Control TgDyrk1A Control TgDyrk1A

Macho

Sesion de retirada de plataforma 41.12 + 2.82 30.01+3.36 * 34.38+236 33.331+4.62
Sesién de cambio de posicion 10.71 £ 1.71 11.61+£2.12 11.65+2.51 14.93+2.46

de plataforma
Hembra

Sesion de retirada de plataforma 26.86 + 4.82 28.64 + 3.04 2117 +£3.36 2416 +5.21
Sesion de cambio de posicion 39.17 £10.05  30.94 + 11.31 27.39+8.19 27.02+9.91

de plataforma

Porcentaje de tiempo en el cuadrante entrenado en la sesion de retirada de la
plataforma y en el cuadrante nuevo en la sesion de cambio de plataforma en
el ratén TgDyrk1A (Machos: control no enriquecido n = 8; control enriquecido
n = 15; TgDyrk1A no enriquecido n = 20; TgDyrk1A enriquecido n = 13;
Hembras: control no enriquecido n = 5; control enriquecido n = 10; TgDyrk1A
no enriquecido n = 6; TgDyrk1A enriquecido n = 8). Los datos se expresan
como media + E.E.M. Diferencias entre genotipos *P < 0.05.

2.6.3. Efecto del enriquecimiento sobre la memoria reciente en el ratén
TgDyrk1A

En la prueba de la evitacibn pasiva, aunque durante las dos sesiones de
entrenamiento no se observé que el enriquecimiento afectara a la latencia de
descenso de la plataforma, si modificd significativamente la ejecucién de la tarea a
las 24 horas. Los TgDyrk1A enriquecidos mostraron un incremento en la latencia de
bajada de la plataforma significativamente menor respecto a los animales control
enriquecidos y TgDyrk1A no enriquecidos (P < 0.05 en ambos casos, test de U
Mann-Whitney). La re-exposiciébn una semana después mostré una tendencia al
deterioro en los transgénicos enriquecidos con respecto a los controles estabulados
en las mismas condiciones (efecto de genotipo, P = 0.07, test de U Mann-Whitney)
(Figura 36).
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Figura 36. Efecto del enriquecimiento sobre la memoria reciente en el
ratén TgDyrk1A. Representacion de la latencia de bajada de la plataforma en
las diferentes sesiones (T1 y T2: entrenamiento, a las 24 horas y a los 7 dias)
en la prueba de evitacion pasiva (control no enriquecido n = 12; control
enriquecido n = 13; TgDyrk1A no enriquecido n = 14; TgDyrk1A enriquecido n
= 16). Los datos se expresan como mediana. Diferencias entre genotipos * P
< 0.05, diferencia de un mismo genotipo sometido a diferente tratamiento § P
< 0.05.

2.6.4. Incremento de la actividad metabdlica cerebral como

consecuencia del enriquecimiento ambiental

Una vez finalizadas las pruebas conductuales, la actividad metabdlica basal
cerebral de los animales sometidos a enriquecimiento fué analizada en el
microPET. Tras la administracion intravenosa de FDG'®, se observé un incremento
en la actividad metabdlica posiblemente como consecuencia de los cambios
cerebrales producidos por el enriquecimiento, sin embargo no se apreciaron

diferencias entre genotipos (Figura 37).

24 0 Control
™ ToDyrk1A Figura 37. MicroPET tras el
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Discusion

Esta Tesis se ha desarrollado en el contexto de un proyecto mas amplio cuyo
objetivo es avanzar en la caracterizacién funcional de genes candidatos para SD y
sus productos génicos y su repercusion funcional y patolégica. Hemos centrado el
trabajo en el envejecimiento prematuro que se observa en los pacientes con SD y
que ha sido propuesto como un modelo para estudiar estadios pre-demenciales de
EA debido a la elevada prevalencia (Prasher 1995), y sobretodo a la temprana
instauracion de los rasgos neuropatologicos de EA en pacientes con SD. Sin
embargo es necesario considerar que en el SD durante el desarrollo postnatal se
produce un proceso degenerativo a nivel neuronal, que podria incrementar la
vulnerabilidad del cerebro de SD contribuyendo posiblemente a la instauracion
temprana de la EA. Por ello, en el SD cualquier cambio relacionado con la edad se
superpone a las modificaciones ocurridas durante el desarrollo, lo que dificulta el
estudio del proceso neurodegenerativo. Las similitudes existentes entre SD y EA,
sugieren la participacion de factores predisponentes o patogénicos de la EA entre
algunos genes presentes en la region critica para SD (DSCR). Como se ha
expuesto en la Introduccion, Dyrk1A podria ser un buen candidato para explicar las
alteraciones cerebrales observadas en el SD, dada su participacion fisioldégica en
diferentes aspectos del neurodesarrollo, como la proliferacion, la formacién de
conexiones neurales y la remodelacion de éstas. En este trabajo se demuestra que
la disregulacion de los niveles de expresion de este gen tiene ademas
consecuencias patogenéticas durante periodos mas tardios, y que su
sobreexpresion esta implicada en las alteraciones cognitivas y conductuales y los
procesos neurodegenerativos asociados a la edad que se observan en las personas
con SD.

La primera consecuencia de la trisomia 21 es el incremento proporcional de la
expresion génica en un 50%, lo que ha llevado a proponer un efecto de dosis
génica. Por tanto, la generacion de modelos de aneuploidia ha de garantizar que el
grado de desequilibrio de la expresién sea similar, como sucede en nuestros
modelos. Sin embargo, este efecto de dosis génica no siempre es proporcional a
nivel traduccional de manera que los niveles de proteina aumenten correlativamente
con la dosis génica. Mas aun cuando se trata de una quinasa muy posiblemente
implicada en diversas vias de sefalizacion celular, y que ademas puede actuar

como factor de transcripcion, como es el caso de Dyrk1A, el resultado del cambio
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de dosis puede ser la disregulacion (por exceso o por defecto) de la transcripcion de
genes diana situados en diferentes cromosomas o la modulacién de ciertas vias de
sefalizacion. Todo ello hace dificil predecir y establecer la relacion entre el genotipo
y el rasgo fenotipico, porque el fenotipo observado no es solo el resultado directo de
modificaciones en un gen determinado sino que también, de las modificaciones que

secundariamente ocurran a nivel del transcriptoma y del proteoma.

Una segunda consideracion importante se refiere al fondo genético de las cepas
utilizadas, cuya disparidad podria determinar en cierta medida diferencias en el
impacto de desequilibrio de dosis génica. Por tanto, en la interpretacién de los
resultados, se ha de tener en cuenta que el fenotipo se puede ver modificado no
solamente por el cambio de expresion de Dyrk1A, sino por el contexto genético en
el que dicho cambio se produce. En nuestro trabajo, no se han utilizado ratones
congénicos, una estrategia que consigue, mediante retrocruzamientos,
homogenizar el fondo genético del modelo, sino ratones procedentes de sucesivos
cruces que diluyen, en cierta medida, la influencia de éste, pero incrementan la
variabilidad interindividual. Este factor por un lado constituye una desventaja, dado
que requiere la utilizacion de grupos mas grandes de animales para poder extraer
conclusiones funcionales, pero por otro lado presenta la ventaja de que los
fenotipos, cuando son observables, son posiblemente mas relevantes en la
patologia humana, que nunca presenta las caracteristicas de homogeneidad
genética de una cepa congénica. Sin embargo, conviene recordar la importancia de
factores epigenéticos en la definicion del fenotipo, que determina en nuestro caso la
dificultad para comparar directamente el fenotipo de los modelos transgénico y
heterocigoto, debido a la gran diferencia entre la procedencia genética de las cepas
utilizadas en esta Tesis Doctoral cuyo origen reside en aspectos metodologicos
asociados a la propia generacion del modelo y determina por si misma diferencias
claras en los patrones conductuales, aspectos estructurales, bioquimicos, o
moleculares. Mas aun, la reduccion de dosis y la sobreexpresion pueden estar

influyendo de forma muy diferente y con distinta intensidad sobre el fenotipo.
En nuestro trabajo la evaluacion neurolégica y comportamental de los modelos de

Dyrk1A reveld un deterioro asociado a la edad en diferentes ambitos funcionales. A

pesar de que en los resultados no se han analizado explicitamente la comparacién
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de las dos cepas de origen (C57/129 para Dyrk1A+/- y C57/SJL para TgDyrk1A), la
cepa de referencia del modelo de haploinsuficiencia de Dyrk1A mostré un deterioro
mas acusado. Con la edad, tanto los ratones heterocigotos como de genotipo
salvaje presentaron alteraciones en la capacidad visual, la nocicepcion, la respuesta
de sobresalto y en el sistema vestibular mientras que las alteraciones presentes en
la cepa de origen del modelo transgénico fueron menos importantes, observandose
Unicamente una menor respuesta de sobresalto en el envejecimiento. Resulta
importante tener en consideracion las alteraciones detectadas en el andlisis
conductual, ya que las pruebas utilizadas requieren la integridad de varios sistemas
y elementos estructurales, aunque en casi todos se evalle una funcidon
predominante. Asi, trastornos del equilibrio, la coordinacién motora o la vision,
pueden afectar la realizacion de varias de las pruebas a las que se somete a los

animales.

A efectos de esta discusion, y considerando estas limitaciones conceptuales, no
hemos comparado directamente los fenotipos obtenidos en los dos modelos
experimentales, y se considera que el estudio del modelo haploinsuficiente aporta
datos en lo referente al papel fisiolégico del gen, ya que aquellas funciones que
requieran la dosis adecuada del gen se veran alteradas, mientras que el modelo de
sobreexpresion, en el que se inserta una o varias copias en exceso de un gen
normal, se utiliza para analizar estudiar la posible relevancia del desequilibrio de

dosis de Dyrk1A, y por tanto el impacto patogenético de ésta en SD.

1. PERFIL DEL DETERIORO COMPORTAMENTAL ASOCIADO A LA
EDAD EN MODELOS DE MODIFICACION DE EXPRESION DE DYRK1A

El analisis de los modelos de haploinsuficiencia y sobreexpresiéon de Dyrk1A ha
revelado alteraciones sensoriales, motoras y cognitivas asociadas con el
envejecimiento producidas por cambios sutiles en los niveles de expresion de
Dyrk1A. Estas alteraciones en su mayor parte se refieren a los dominios funcionales
motores, mientras que el deterioro de las funciones cognitivas asociado a la edad
se vio menos modificado por el cambio de dosis génica. En esta discusion se

analizan fundamentalmente aspectos motores y cognitivos, dominios funcionales
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que sufren un claro deterioro con la edad y que en trabajos previos se ha sugerido
que podrian estar relacionados con la alteracion dosis dependiente de la expresion
de Dyrk1A.

1.1. Alteraciones neuroldgicas y su deterioro asociado a la edad

El primer paso en la caracterizacion fenotipica de un modelo es la evaluacion de
elementos que pueden influir en los experimentos conductuales de los que
pretendemos extraer conclusiones acerca de funciones mas complejas como la
funcion motora o determinados aspectos cognitivos. Estos experimentos permitieron
descartar o tener en consideracion posibles artefactos durante la evaluacion
neuroconductual. Uno de los mas obvios al abordar el perfil neurodegenerativo es
analizar el deterioro neurolégico. Para ello se realizan baterias de pruebas

generales que permiten la evaluacion de aspectos sensoriales, motores y reflejos.

1.1.1. Dyrk1A +/-

La evaluacion del patrén de deterioro neurolégico asociado a la edad en el ratdén
Dyrk1A+/- no mostr6 diferencias importantes con sus respectivos controles,
observandose alteraciones especificas de fuerza muscular y de la marcha en los

ratones heterozigotos adultos.

El sentido del equilibrio sufre un deterioro importante con el envejecimiento (Lopez
et al. 1997). El equilibrio esta gobernado por los sistemas visual, propioceptivo y
vestibular, de forma que la inadecuada recepcion de la informacién propioceptiva, la
falta de compensacién mediante el sistema visual o alteraciones especificas del
sistema vestibular pueden afectar la capacidad de ejecucion de pruebas de
equilibrio como la barra elevada o el el rodillo giratorio. En nuestros experimentos
no se observaron alteraciones en el equilibrio en el ratén Dyrk1A+/-durante la etapa
adulta, y la alteracién asociada a la edad se hizo patente en ambos genotipos, si
bien afecté en mayor grado a la actividad que al equilibrio. Estos resultados indican
que ni el equilibrio ni su patron de deterioro asociado a la edad se ven afectados por

la reduccion de dosis de Dyrk1A.
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Las alteraciones de tono muscular, o coordinacibn motora se observan en
enfermedades que afectan al cerebelo o la neurona motora, regiones ambas en las
que Dyrk1A se expresa en el animal adulto. Estas alteraciones influyen en la
capacidad de realizar pruebas de fuerza o de coordinacion motora. En el ratén
Dyrk1A+/- se observa una peor ejecucion de la prueba de fuerza que se acentua
con la edad, de forma que los ratones heterocigotos adultos caian antes que sus
respectivos controles, mientras que el numero de desplazamientos y la latencia de
llegada al extremo de la percha no estaban alterados. Estos resultados indican una
afectacion del tono muscular y no de la coordinacion motora, que se corrobora por
la falta de diferencias en el rodillo giratorio, una prueba que evalia de forma mas
especifica la coordinaciéon motora. Con el envejecimiento se observé en ambos
genotipos un empeoramiento en la ejecucion de la prueba de la percha, mucho mas
marcado en Dyrk1A+/-. Sin embargo, no se observé un deterioro asociado a la edad
en la prueba de rodillo giratorio, indicando nuevamente que las diferencias
observadas en la prueba de la percha posiblemente vienen determinadas por un

problema de tono o fuerza muscular mas que por alteraciones en la coordinacion.

Las alteraciones de la marcha pueden evaluarse en los ratones mediante el analisis
del patron de las pisadas evidenciadas con tinta sobre una tira de papel. Los
trastornos de la marcha pueden originarse por afectacion del cerebelo, los ganglios
basales o la corteza cerebral que ocasionan trastornos de la integracion a nivel
central, y al igual que el resto de las alteraciones motoras, sufre un declive con la
edad. La marcha de los ratones Dyrk1A+/- se caracteriza por un componente
multifactorial que incluye un tiempo de reaccién prolongado, pasos mas cortos y
bradicinesia, una vez efectuada la correccién por tamafio ya que los ratones
heterocigotos son mas pequefios. Este patron se observa en modelos con
alteraciones dopaminérgicas del sistema nigroestriatal (Fernagut et al. 2003), que
también se observan en nuestro modelo, como se discute mas abajo, siendo un
indice de la disfuncién de los ganglios basales. Estos resultados sugieren que
Dyrk1A estaria implicado de forma fisiolégica en la funcionalidad de sistemas
motores con repercusion en aspectos concretos, sin que podamos descartar su
implicacion en la funcion cerebelar, ya que mecanismos compensatorios podrian

estar enmascarando tales deficiencias.
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1.1.2. TgDyrk1A

Fisicamente, entre las personas con SD se suele dar cierta torpeza motora, tanto
gruesa (brazos y piernas) como fina (coordinacién ojo-mano). Presentan lentitud en
sus realizaciones motrices y mala coordinacion en muchos casos (Florez 1992;
Cuskelly et al. 2002). Destacan la hipotonia muscular observada durante la infancia,
pese a que ha sido cuestionada en diversas ocasiones, el deficiente funcionamiento
del sistema vestibular, la afectacion de la fuerza muscular, hiperlaxitud ligamentosa
y diversas complicaciones en la transmisién informativa de los circuitos cerebro-
cerebelosos (Davis y Kelso 1982; Morris et al. 1982; Palisano et al. 2001;
(Robertson Ringenbach et al. 2002). Ademas, existe un retraso en la adquisicion de
la destreza motora fina y gruesa, con afectacion de la realizacién de movimientos
especificos, fundamentalmente los movimientos alternantes, aspectos que pueden
ir modificandose con la edad (Robertson Ringenbach et al. 2002; Nadel 2003;
Gemus et al. 2001). En concreto, el modelo de sobreexpresion muestra algunas
alteraciones con alta similitud con las observadas tanto en pacientes con SD como

en los modelos trisbmicos de esta patologia.

En el SD el sistema vestibular se encuentra afectado provocando déficit acusados
en el equilibrio, especialmente durante las primeras etapas de vida del individuo
(Vazquez 2001). En nuestros experimentos la sobreexpresion de Dyrk1A no afecto
a la realizacion de pruebas de equilibrio ni al deterioro propio de la edad que se
manifiesta de igual manera en ambos genotipos. La falta de expresion de Dyrk1A a
lo largo del sistema del equilibrio, junto con el hecho de que esta funcion esté
intacta en el raton heterocigoto y TgDyrk1A, sugiere que posiblemente este gen no
se encuentra implicado en la integridad funcional del sistema vestibular. Por lo
tanto, estos resultados permitirian descartar el impacto patogenético de la
sobreexpresion de Dyrk1A sobre el equilibrio, aunque hemos de considerar los
factores epigenéticos derivados del fondo genético que podrian ser modificadores

de las consecuencias fenotipicas en este sistema.

En lo que se refiere a la reduccion de la contractilidad y tono muscular, éste es
precisamente uno de los elementos que afectan el desarrollo motor en el SD, que
determina trastornos en la postura y/o en el alineamiento de las extremidades,

retrasando la adquisiciéon de las habilidades motoras. En el ratén TgDyrk1A estudios
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previos describieron un retraso en el desarrollo neuromotor que podria estar
relacionado en parte con un cierto grado de hipotonia (Altafaj et al. 2001). Sin
embargo, no hemos detectado alteraciones de la fuerza muscular ni de su deterioro
con la edad en el ratdn transgénico, lo que podria interpretarse como consecuencia
de la instauracion de fendmenos compensatorios tras el periodo de desarrollo o
bien de la falta de un papel patogenético de la sobreexpresiéon Dyrk1A, ya que el
ratén con reduccién de dosis presenta alteraciones en la fuerza muscular ya en el
adulto que se acentuan con la edad, sugiriendo la participacion fisioldgica de este

gen.

Las alteraciones de la coordinacion motora en los pacientes con SD se han
relacionado con una posible disfuncién cerebelar derivada de los cambios
morfoldgicos observados (Frith and Frith 1974). Tanto en pacientes con SD como
en el modelo trisémico Ts65Dn, el cerebelo presenta una reduccion significativa de
tamaio como resultado de la disminucion del numero de neuronas de la capa
granular interna (Aylward et al. 1997; Baxter et al. 2000), que en el animal trisomico
se ha relacionado recientemente con alteraciones en las vias mitogénicas durante
el desarrollo postnatal temprano (Roper et al. 2006). En el raton TgDyrk1A
previamente se habian descrito alteraciones en coordinacion motora utilizando la
prueba de la percha (Altafaj et al. 2001). En nuestros experimentos, si bien el
analisis de la prueba del rotarod en TgDyrk1A adulto no mostré alteraciones en
coordinacién motora, los resultados obtenidos en la cinta giratoria, que requiere una
mayor capacidad de integracion motora, indican una marcada afectacion de esta
funcion. De hecho, utilizando el rotarod, mientras algunos autores han descrito
severas alteraciones en coordinacion motora en el ratén Ts65Dn (Costa et al.
1999), otros autores empleando un protocolo menos forzado no han apreciado
disfuncion alguna (Baxter et al. 2000). Si bien el analisis macroscépico del cerebelo
del raton TgDyrk1A no presenta alteraciones de tamafio ni de laminacion, es
necesario un estudio mas detallado de esta estructura para poder descartar una
alteraciéon a nivel histolégico, ya que, de hecho las células de Purkinje, principal
fuente eferente de informacidon del cerebelo, sobreexpresan Dyrk1A, vy
modificaciones funcionales en estas células se han relacionado con alteraciones en
coordinacién motora (Clark et al. 1997; Le Marec y Lalonde 1997). EI

envejecimiento, produjo un empeoramiento de la ejecuciéon de la prueba del rotarod
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en ambos genotipos, sugiriendo que la sobreexpresion a largo término de Dyrk1A

no afecta el patrén de deterioro de la coordinacion motora.

El deterioro de la marcha es uno de los primeros signos neurolégicos del desarrollo
de demencia en los pacientes adultos con SD (Prasher et al. 1995). El ratén
TgDyrk1A no presenta alteraciones en este parametro durante la etapa adulta, pero
los animales transgénicos viejos realizaron menos pasos y con una zancada mas
larga comparados tanto con los controles como con la ejecucion de la prueba
durante la etapa adulta. La marcha en los pacientes con SD se desarrolla
tardiamente y se caracteriza por patrones cinéticos anormales e inmaduros de la
cadera y el tobillo (Carr 1970; Parker y Bronks 1980; Parker et al. 1986; Kubo y
Ulrich 2006), debidos en parte a la hipotonia y la laxitud articular que afectarian a
los biomecanismos de la marcha. De hecho el ratbn TgDyrk1A presenta un claro
retraso del desarrollo neuromotor durante el periodo postnatal, caracaterizado por
un retraso en la aparicion de la locomocién y una persistencia de patrones motores
inmaduros. ElI modelo trisbmico Ts65Dn realiza pasos mas cortos y con una
capacidad de propulsion menor comparado con los animales euploides (Costa et al.
1999; Hampton et al. 2004) de manera similar a lo que ocurre en los pacientes
joévenes con SD (Parker y Bronks 1980). Estos datos, junto con el hecho de que el
ratdbn heterocigoto presente alteraciones de la marcha sugieren que Dyrk1A podria
estar implicado tanto en la regulacion de los sistemas cerebrales implicados en la
marcha a lo largo de la vida del animal, influyendo tanto en su desarrollo como en el
proceso neurodegenerativo asociado al envejecimiento que los afecta. El patron
observado tanto en el modelo adulto de reduccién de dosis como en el ratén
transgénico viejo, apuntan a una posible participacion del sistema dopaminérgico en
estas alteraciones, tal como se discute mas abajo. Es claro que la repercusion
funcional de la reduccién o el incremento de expresion de Dyrk1A no sera la misma,
pero posiblemente los sistemas afectados si, de tal forma que posiblemente Dyrk1A
es requerido en la dosis adecuada para el correcto desarrollo de las estructuras
relacionadas con la marcha y su conectividad, pero el impacto fenotipico puede ser

diferente en funcién de la dosis y también de la influencia del fondo genético.
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1.1.3. El papel de Dyrk1A en las alteraciones neurolégicas asociadas al
envejecimiento

A pesar de que las distintas alteraciones descritas no estan presentes en los dos
modelos de expresion de Dyrk1A, posiblemente debido a acciones compensatorias,
a un impacto diferencial de la procedencia genética, o a que las consecuencias de
los cambios de dosis pueden ser diferentes si se trata de sobreexpresién o
reduccion de funcioén, los resultados obtenidos implican a Dyrk1A en el control de
diferentes funciones motoras como son el tono muscular, la coordinacién motora, la
marcha y la organizaciéon de las conductas motoras. Nuestros resultados permiten
proponer que Dyrk1A es un gen dosis dependiente que debido a su accion sobre
diferentes sustratos como los factores de transcripcion, podria estar modulando el
correcto funcionamiento de diferentes estructuras implicadas en la funcién motora
que incluyen al cerebelo, corteza frontal, ganglios de la base y motoneuronas de la
médula espinal. Aunque la mayoria de las alteraciones observadas son
consecuencia de un desarrollo anormal que provoca retrasos importantes en la
adquisicion de habilidades motoras en estos modelos, nuestros experimentos
sugieren que los cambios de expresion de Dyrk1A provocarian modificaciones a
largo término relacionadas con el proceso neurodegenerativo acentuandose los

fenotipos alterados existentes previamente.

1.2. Cambios en la actividad motora y su deterioro asociado a la edad

Las modificaciones de la actividad motora pueden depender de multiples sistemas
de tal forma que mutaciones en numerosos genes que se expresan en diferentes
regiones relacionadas con la funcion motora y que alteran la funcionalidad de
sistemas especificos de neurotransmision pueden dar lugar a comportamientos
motores aberrantes o modificar el nivel de actividad. La afectacion de la actividad
motora en el caso de Dyrk1A no resulta sorprendente ya que se ha descrito su
expresion en varias estructuras cerebrales relacionadas con el control motor como
cerebelo, la corteza cerebral o ganglios de la base y motoneuronas de la médula
espinal (Marti et al. 2003).
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En el analisis de la actividad motora se han de tener en cuenta las diferencias
existentes entre cepas, ya que los fondos genéticos utilizados en este trabajo
presentan indices de actividad diferentes. Numerosos trabajos han descrito
diferencias marcadas en varios patrones de conducta de los ratones C57BL/6
cuando se comparan con otras cepas, principalmente DBA/2J y BALBc. En efecto,
se han demostrado diferencias significativas en su actividad locomotora
espontanea, en su mayor susceptibilidad y sensibilidad a los efectos de agonistas
de la DA sobre la actividad locomotora horizontal y vertical. La cepa 129/J por el
contrario, presenta un fenotipo hipoactivo mientras que la cepa SJL no muestra
tendencia a la hipo o la hiperactividad marcadas, situandose en la zona central de la
curva de Gauss (Voikar et al. 2001; Bothe et al. 2005). Por otra parte, se han
demostrado diferencias en los niveles endégenos de DA asi como en la densidad
de receptores dopaminérgicos en diferentes areas cerebrales y en la tasa de
recambio de DA en dichas areas, especialmente, cuando se comparan los ratones
C57BL/6 con las cepas DAB/2J y BALBc (Ralph y Caine 2005). Por tanto el impacto
del cambio de dosis de Dyrk1A puede estar influenciado por el fondo genético de

los ratones.

Dyrk1A se expresa en el adulto en regiones cerebrales especificamente
relacionadas con la funcién motora, lo que sugiere una implicacion fisiolégica de
esta quinasa en la funcién motora en el adulto. Las alteraciones de actividad motora
de ratones adultos en los modelos objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, ya
habian sido descritas en estudios previos. Asi, mientras los ratones Dyrk1A+/- se
caracterizan por su hipoactividad ante un entorno novedoso (Fotaki et al. 2002), los
ratones TgDyrk1A muestran hiperactividad (Altafaj et al. 2001). En este trabajo se
han profundizado en el nivel de analisis de las alteraciones motoras en los dos
modelos de Dyrk1A objeto de estudio y hemos incidido en los cambios asociados a

la edad.

1.2.1. Dyrk1A+/-

Como hemos indicado, trabajos previos del laboratorio sugerian que la correcta
dosis de Dyrk1A era necesaria para desarrollar un nivel de actividad normal. De
hecho cuando se reduce la dosis como sucede en el modelo de haploinsuficiencia

se produce un fenotipo hipoactivo, con afectacién tanto del componente horizontal
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como vertical (enderezamientos), si bien las observaciones publicadas sugerian que
la alteraciéon de la actividad en el adulto sélo se producia en condiciones de cierta
aversividad como es la prueba de campo abierto en fase luminosa. Sin embargo, en
esta Tesis se demuestra que los ratones Dyrk1A+/- muestran también una marcada
hipoactividad en un entorno no aversivo como las cajas de estabulacion con una
rueda de actividad. No obstante, debido a la falta de disponibilidad de animales
adultos, este experimento no pudo realizarse en dos cortes de edad diferentes, por
lo que no se puede afirmar que la reduccion de actividad de este modelo sea
inherente a él y no sélo este relacionado con condiciones estresantes durante la

fase adulta.

1.2.2. Posible participacion del sistema dopaminérgico en la
hipoactividad de Dyrk1A +/-

La marcada hipoactividad que presenta el modelo de haploinsuficiencia de Dyrk1A
junto con un patrén de la marcha que guarda cierta similitud al observado en la
enfermedad de Parkinson, sugeria la posibilidad de una alteracion a nivel de la via
nigroestriatal. Cambios de la actividad motora espontédnea se han atribuido en

diferentes estudios a una hipoactividad dopaminérgica a diferentes niveles.

En nuestro modelo, el estudio estereolégico mostré una reduccion en el numero de
neuronas dopaminérgicas en SNc y en la celularidad total a nivel del estriado en el
raton Dyrk1A+/-, lo que indica que la integridad de la via nigroestriatal puede estar
comprometida. Las alteraciones dopaminérgicas no son exclusivas de esta via, ya
que también se ha detectado una disminucién del numero de neuronas
dopaminérgicas en VTA, que podrian ser responsables de cambios en la emotividad

y en los sistemas de recompensa en nuestro modelo por alterar la via mesocortical.

Posiblemente esta disminucion de la celularidad condicionaba, a nivel estriatal, la
reduccion de la concentracién del metabolito de dopamina (DOPAC) que se
observa en el ratén Dyrk1A+/- (experimentos realizados en el laboratorio del Dr F.
Artigas, IDIBAPS). Ello podria ser debido a una disregulacion de las enzimas
metabolizantes (COMT y MAO), puesto que la concentracion de dopamina (DA)
tisular no estaba reducida y en estudios de microdialisis realizados en el laboratorio

del Dr. F. Artigas, la liberacion basal de DA a nivel estriatal era similar en ambos
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genotipos. Estos datos sugieren que la liberacion y recaptacién de DA podrian estar
compensadas en el ratdn heterocigoto a pesar de la reduccion de celularidad. A
falta de experimentos mas sofisticados que permitan descartar alteraciones en la
liberacién espontanea de DA en el raton Dyrk1A+/-, los estudios de microdialisis
mostraron una liberaciéon de dopamina significativamente menor en Dyrk1A+/- tras
la administracion del agonista indirecto anfetamina que favorece la liberacion de DA

actuando a nivel vesicular y sobre la recaptacion.

Por otro lado, la menor inhibicion de la liberacién de DA en el ratén Dyrk1A+/- tras
la administracién de apomorfina (agonista D1/D2) y quinpirole (agonista D2) en
experimentos de microdialisis, indican que los mecanismos de autoregulacion
mediados por autoreceptores en las neuronas dopaminérgicas, podrian estar
alteradas. Estos resultados sugieren alteraciones presinapticas tanto en los
mecanismos vesiculares de liberacion de DA como a nivel de los autorreceptores,
posiblemente como consecuencia de la pobre inervaciéon del estriado. Es posible
que ademas existan alteraciones a nivel postsinaptico como revelan los
experimentos de catalepsia. El bloqueo de los receptores postsinapticos estriatelas
D1, localizados en las neuronas estriatonigrales que proyectan directamente a la
Sustancia Negra reticulata (SNr), y D2, que modulan la actividad de SNr por la via
indirecta a través del globus pallidus y el nucleo subtalamico, aumentan la inhibicién
ténica de los nucleos motores en el tdlamo con la consiguiente inhibicion de la
actividad motora. ElI raton Dyrk1A+/- mostr6 una menor sensibilidad a la
administracién de dosis crecientes de los antagonistas de los receptores D1 (SCH-
23390) y D2 (haloperidol), indicando una disfuncion de las vias directa e indirecta
que afectan al control motor. Posiblemente, los cambios postsinapticos se
produzcan como una reaccidbn compensatoria a las alteraciones presinapticas
previamente descritas. Por lo que sera necesario realizar en un futuro experimentos
de autoradiografia y de union a ligando para estudiar el estado funcional de estos

receptores.

Finalmente, en el estudio de microPET (imagen in vivo) tras la administracion
intraperitoneal de anfetamina, la activaciéon cerebral no resulté tan llamativa en el
raton Dyrk1A+/- comparada con sus respectivos controles, posiblemente, vy

correlacionando este dato con los estudios de microdialisis, debido a una menor
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liberacién de dopamina. Sin embargo, como la DA liberada por acciéon de la
anfetamina actua sobre los receptores dopaminérgicos, no se puede descartar que
las alteraciones a este nivel también puedan contribuir a los cambios observados in
vivo. Por desgracia, la falta de resolucién del sistema para animales tan pequefios,
no permite discriminar las areas cerebrales que se estan activando, lo cual facilitaria
la aproximacion a los mecanismos afectados en la transmision dopaminérgica en

nuestro modelo.

El conjunto de estos resultados sugiere que la carencia parcial de Dyrk1A desde el
desarrollo afecta a la integridad del sistema dopaminérgico nigroestriatal,
involucrando a Dyrk1A en el correcto funcionamiento de este sistema. Si se sigue el
conjunto de influencias inhibidoras y estimuladoras del esquema de los ganglios
basales, puede observarse como el resultado del déficit de dopamina estriatal es
una relativa hiperactividad de la via indirecta que produce una desinhibicién
funcional del nucleo subtalamico y por lo tanto del globo palido interno. Esto causa
un inhibicion del tdlamo y del coértex motor, lo que generaria la bradicinesia y la

hipoactividad.

1.2.3. TgDyrk1A

Aparte de los diversos problemas especificamente motores que hemos discutido,
los individuos con SD presentan un cierto grado de hiperactividad. Este fenotipo
hiperactivo se observa también en los modelos de sobreexpresion de Dyrk1A, no
solamente en el TgDyrk1A utilizado en este Tesis Doctoral, sino también en el ratén
YAC152F7 que sobreexpresa Dyrk1A entre otros genes, y presenta hiperactividad
durante el desarrollo (Branchi et al. 2004). Por otra parte, en varios modelos
trisbmicos se han observado cambios de actividad, como el raton Ts65Dn o el raton
Ts1Cje caracterizados por hiper- e hipoactividad respectivamente (Escorihuela et al.
1995; Coussons-Read and Crnic 1996; Sago et al. 2000).

Hemos profundizado en el nivel de analisis de esta hiperactividad, empleando la
prueba de analisis del patron de natacion. Cuando ésta se realizd en animales
TgDyrk1A adultos, pudo detectarse un incremento en la actividad de tipo no linear
caracterizada por un mayor numero de paradas y tras éstas, un comienzo mas

rapido y un mayor numero de cambios de direccion, mostrando un patrén de
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natacion mas irregular y desorganizado que los controles. Este resultado sustenta la
hipotesis de que TgDyrk1A podria presentar alteracion a nivel de la corteza
prefrontal afectando a la organizacion de la conducta motora, ya que no se trata
unicamente de un incremento en actividad, sino de una actividad mas erratica, que
posiblemente refleja alteraciones de atencion y/o en la organizaciéon de la conducta
emergente en nuestro modelo. Por tanto, la hiperactividad observada puede
interpretarse como un fallo en el control inhibitorio y como consecuencia un
incremento en la impulsividad (Kolb and Gibb 1990). En relacion con la posible
patogenicidad de la sobreexpresiéon de Dyrk1A, las personas con SD muestran
hiperactividad durante los primeros afios de vida, que se ha propuesto que podria
estar relacionada con una disfuncién cortical, por lo que podemos proponer que el
exceso de dosis de Dyrk1A podria contribuir a este rasgo fenotipico, ya que su

sobreexpresion en un entorno disémico produce un fenotipo similar.

Por otro lado, se estudid la influencia de la edad sobre la actividad locomotora en
TgDyrk1A. Esta descrito que con el envejecimiento se produce una disminucién de
la actividad locomotora del 50% con respecto a la edad adulta (revisado en Tou y
Wade 2002) que algunos autores relacionan con una reduccion de la densidad de
receptores dopaminérgicos (Inoue y Nakata 2001). Como se ha indicado
anteriormente, el sistema dopaminérgico estad intimamente relacionado con el
control de la actividad motora a través de la modulacion de la actividad de los
ganglios basales, por lo que este sistema podria estar alterado en nuestro modelo.
En el campo abierto, tanto los animales control como los TgDyrk1A mostraron una
marcada reduccién de la actividad horizontal con la edad, de tal forma que en los
animales viejos TgDyrk1A quedd enmascarada la hiperactividad observada en la

etapa adulta.

1.2.4. Posible participacion del sistema dopaminérgico en Ila
hiperactividad de TgDyrk1A

Dado que los resultados obtenidos en el heterocigoto sugieren que Dyrk1A es
necesario para la integridad funcional del sistema nigroestriatal, era necesario
explorar si el desequilibrio por sobreexpresion también modificaba la funcionalidad

de este sistema. Sin embargo, los estudios estereoldgicos no revelaron cambios
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relevantes en el numero de neuronas dopaminérgicas en la SNpc, ni en la
concentracion de DA y su metabolito DOPAC a nivel estriatal (experimentos
realizados en el laboratorio del Dr F. Artigas, IDIBAPS). Como consecuencia, tras la
administracion de anfetamina tanto el incremento de actividad locomotora como los
resultados obtenidos de la microdialisis, sugieren que la liberaciéon de DA desde el
terminal presinaptico no estaria alterada por la sobreexpresion de Dyrk1A. Sin
embargo, tras la admiminstracion del agonista apomorfina la reduccién de liberacién
de DA result6é significativamente menor en el ratébn TgDyrk1A con respecto a los
controles, sugiriendo cierta disregulacion a nivel de los receptores dopaminérgicos,
a pesar de que las diferencias en liberacion de DA tras la administracion del
agonista selectivo D2 quinpirole no resultaron significativas entre ambos genotipos.
Sin embargo, el ratén TgDyrk1A presenté una menor respuesta cataléptica tras el
bloqueo de los receptores D2 apuntando no tanto a una posible disregulacién a
nivel de autoreceptores D2 sino mas bien, a una alteraciéon de los receptores D2

postsinapticos implicados en la via indirecta relacionada con el control motor.

En cualquier caso, las diferencias a nivel nigroestriatal derivadas de la
sobreexpresion de Dyrk1A son mas sutiles que las que se producen cuando existe
una carencia parcial de Dyrk1A. Este hecho indica que quizas la hiperactividad
observada en el modelo transgénico no sea tanto debida a una disregulacion en el
sistema dopaminérgico sino mas bien esté relacionada con alteraciones a nivel de
la corteza prefrontal que conllevan a una desorganizacién de la conducta motora.
Para esclarecer esta Ultima premisa sera necesario realizar experimentos
conductuales de atencién que a su vez permitiran dilucidar la participacion de
Dyrk1A en los problemas de atencion de los nifios con SD. Otro aspecto relevante
es el aprendizaje motor en el que participan estructuras como cerebelo, corteza
prefrontal y estriado, de forma que la mejoria en este tipo de aprendizaje se
acompafan de cambios en la actividad y conectividad a nivel del estriado y la
corteza motora (Topka et al. 1998; Costa et al. 2004). Aunque en el modelo de
haploinsuficiencia de Dyrk1A no se observaron diferencias importantes, el raton
TgDyrk1A presentd un peor aprendizaje, sugiriendo nuevamente una posible

alteracion a nivel cerebelar y/o cortical.
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1.2.4. El papel de Dyrk1A en la actividad motora y su deterioro
asociado al envejecimiento

Nuestros resultados demuestran que los cambios de expresion de Dyrk1A producen
alteraciones importantes en actividad locomotora. Los experimentos realizados en
el heterocigoto muestran que la integridad del sistema dopaminérgico pueda estar

alterada sugiriendo que éste podria ser el mecanismo patogenético implicado.

1.3. Aspectos emocionales

Aparte de las funciones propiamente motoras, se ha analizado la evolucién de
aspectos emocionales con la edad en el modelo de sobreexpresion de Dyrk1A. En
el SD, debido a las alteraciones en el desarrollo del SN asi como por las
alteraciones a nivel neuroquimico (funciéon adrenérgica y colinérgica), existe un
freno en la expresion de los componentes emocionales, reguladores y madurativos
del temperamento, asi como en la capacidad de interpretacion y de analisis. El
propio retraso puede ejercer un efecto importante sobre la expresién de la

emotividad.

En los ratones se utiliza como indicadores de la emotividad la conducta en pruebas
en las que existe un conflicto entre la aversion natural de los roedores a los
espacios abiertos y su tendencia a explorar nuevos ambientes (Treit et al. 1993),
como el campo abierto o el laberinto en cruz elevado. TgDyrk1A, mostré un menor
nivel de ansiedad en el campo abierto durante la etapa adulta reflejado en una
mayor permanencia en la zona central, mas aversiva. Sin embargo, en el laberinto
elevado en cruz, las diferencias en ansiedad no fueron tan notorias siendo el
numero de entradas en brazos abiertos tan sélo levemente superior en los animales
transgénicos. Estos datos sugieren que, posiblemente, los resultados obtenidos en
el campo abierto estén mas relacionados con la hiperactividad o las alteraciones en
la actividad exploratoria presentes en este modelo, que con cambios en emotividad.
Resultados similares han sido descritos en el ratdn Ts65Dn que realizaba un mayor
numero de entradas en brazos abiertos que sus respectivos controles, relacionada

con la impulsividad en ese modelo (Demas et al. 1996).
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En cuanto a los cambios en ansiedad asociados a la edad, los datos bibliograficos
resultan contradictorios existiendo autores que relacionan una disminucién en los
niveles de ansiedad con un incremento de la edad (Pisarska et al. 2000; Rowe et al.
1998; Darwish et al. 2001), mientras que otros observan un aumento de emotividad
(Frussa-Filho et al. 1991; Boguszewski y Zagrodzka 2002; Bessa et al. 2005). Las
diferencias en las condiciones de iluminacion, la realizacién de otras pruebas
conductuales previas, e incluso la cepa utilizada son algunos de los argumentos
para explicar esta variedad de resultados. En nuestro modelo, en el animal control
observamos una reduccién del nivel de ansiedad con la edad, nuevamente mas
pronunciada en la prueba de campo abierto que en el laberinto en cruz,
posiblemente reflejo de la reduccion de la actividad motora. Sin embargo en el
animal TgDyrk1A no se apreciaron cambios importantes en este parametro, lo que
puede ser interpretado como un efecto de la sobreexpresion de Dyrk1A sobre el

nivel de ansiedad o sobre la actividad motora.

1. 4. Aspectos cognitivos y su deterioro con la edad

Tanto en humanos como en modelos murinos, el envejecimiento provoca un declive
cognitivo progresivo como consecuencia de las alteraciones morfolégicas y
funcionales del circuito hipocampo-cortical (revisado en (Erickson and Barnes
2003). El envejecimiento patoldgico, propio de patologias demenciales, afecta de
forma especifica el almacén de memoria reciente que depende de la degeneracion
del sistema colinérgico del prosencéfalo basal. El estudio de la evolucion de
diferentes aspectos del aprendizaje y memoria con la edad solamente se realizé en
el modelo de sobreexpresion de Dyrk1A, que mostré una afectacion significativa de

la memoria reciente, siendo menos acusado en la memoria visuo-espacial.

1.4.1. Memoria reciente

La valoracion del deterioro cognitivo en pacientes con SD, es compleja debido a la
presencia de un retraso mental previo que es muy variable. Para un diagnéstico
fiable es importante conocer el punto de partida intelectual y adaptativo, del
paciente, ya que pacientes con retraso mental moderado presentan menor riesgo

de padecer demencia que los pacientes con retraso mental profundo o severo
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(Oliver et al. 1998). Sin embargo, es el deterioro de la memoria reciente, al igual

que sucede en la EA, el que suele marcar las fases iniciales del deterioro.

En la prueba de evitacion pasiva, que se utiliza para medir especificamente
memoria reciente, no se apreciaron diferencias importantes entre ambos genotipos,
a pesar de que el animal TgDyrk1A adulto mostré cierta tendencia a descender de
la plataforma antes. Sin embargo, los ratones TgDyrk1A viejos mostraron una peor
retencion tanto a corto (24 horas) como a medio (7 dias) plazo comparados con los
controles de la misma edad y durante la etapa adulta. Estos datos sugieren que la
sobreexpresion de Dyrk1A podria estar afectando la memoria a corto y medio plazo
favoreciendo el empeoramiento edad-dependiente de ésta, si bien no hemos podido
determinar si las alteraciones son debidas a disfunciones durante la adquisicion o la
consolidacién de la informacion. La pérdida de memoria reciente es la alteraciéon
cognitiva mas precoz en la EA debido a que las vias colinérgicas procedentes del
prosencéfalo basal que proyectan hacia corteza e hipocampo, circuitos neurales
implicados en el aprendizaje y memoria reciente, son los que presentan un deterioro
mas temprano y mas intenso en esta patologia. En el SD se observa también esta
degeneracion colinérgica, siendo de nuevo una caracteristica neuropatologica
comun a ambas patologias. El hecho de que el fenotipo degenerativo esté presente
en el animal transgénico, plantea la posibilidad de que Dyrk1A pudiera estar

participando en la instauracién temprana de la EA en el SD.

1.4.2. Posible implicacion del sistema colinérgico en los trastornos de
memoria reciente asociados a la edad

En nuestro modelo se observé la tipica reduccion asociada a la edad del volumen
de dos nucleos colinérgicos (MSN y VDB), siendo mas llamativa en el nucleo MSN y
que se acompafo de la consiguiente reduccion en la celularidad total. Al estudiar la
poblacién colinérgica se pudo apreciar una reduccién de neuronas Chat positivas
con la edad que fue mas marcada en TgDyrk1A y que en éste se correlacioné con
la edad una tendencia a la reduccién de neuronas marcadas frente al receptor de
neurotrofinas p75 en ambos nucleos (Contestabile et al. 2006). Al no ser estos
cambios muy relevantes se correlacionan mejor con la alteracion leve observada en
memoria reciente en nuestro modelo. De todos modos, estaria indicado utilizar otros

sistemas como el ensayo radioenzimatico para medir la actividad de la
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acetilcolinesterasa por ser herramientas mas sensibles en la determinacion de la
funcionalidad colinérgica, esperandose un incremento de ésta como reaccion
compensatoria a la pérdida colinérgica. La progresiva disfuncién cerebral observada
en la EA y el SD se ha relacionado con un inadecuado aporte tréfico del sistema
colinérgico por parte de las areas diana. Este transporte retrégado se realiza por
union de NGF al complejo formado por los receptores troficos TrkA 'y p75 (Mufson et
al. 1999). En el raton TgDyrk1A viejo no se observd reduccion de NGF a nivel del
prosencéfalo basal como ocurre en la EA, el SD vy el ratdén trisomico Ts65Dn, sin
embargo, existia una tendencia a mostrar mayor concentracion de NGF en
hipocampo y corteza cerebral, sugiriendo que el transporte retrogrado a través de
las vias colinergicas podria encontrarse levemente comprometido (Cooper et al.
2001). Por lo tanto, la degeneracion colinérgica presente en el ratbn TgDyrk1A
mimetiza, aunque en un grado mas leve a la descrita tanto en pacientes con SD
como en el raton Ts65Dn (Granholm et al. 2000, Seo y Isacson 2005). De hecho en
el ratén Ts65Dn la degeneracion colinérgica se observa desde los 6 meses, edad a
la que nuestro modelo no presenta alteraciones colinérgicas. Estos datos sugieren
que la sobreexpresion mantenida de Dyrk1A durante toda la vida podria estar
favoreciendo, junto a la participacion de otros genes como PPA la instauracion
temprana de la EA en el SD. De hecho, Dyrk1A se encuentra sobreexpresado en
los cerebros de pacientes de EA desde estadios tempranos de la enfermedad
(Ferrer et al. 2005) incidiendo en la posible participacion de este gen en la relacion
entre ambas patologias. De todos modos, dada su funcion durante el
neurodesarrollo, donde la expresion del gen es mas abundante, Dyrk1A podria
también estar modulando la integridad del sistema colinérgico a lo largo de toda la

vida dando lugar a las alteraciones presentes en la etapa adulta y durante la vejez.

1.4.3. Memoria visuo-espacial

Los pacientes con SD presentan dificultades en tareas que requieren memoria
espacial, una ejecucion deficiente en memoria a largo plazo y dificultades para
aprender tareas nuevas (Vicari 2006). De hecho, en los pacientes con SD, aunque
se ha descrito alteracion de la memoria verbal a corto plazo, en lo que se refiere a
la memoria reciente de tipo contextual, no existen afectaciones relevantes a no ser
que aparezca un cuadro de demencia tipo EA (Jarrold y Baddeley 2001). La

exploracién de las alteraciones en memoria visuo-espacial en diversos modelos
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trisbmicos ha permitido seleccionar como genes candidatos aquellos comprendidos
en la region cromosémica entre Sod1 y Znf295 (revisado en Roubertoux et al.
2006). Dyrk1A esta localizado en esta regiébn y en varios modelos de
sobreexpresion de Dyrk1A se han descrito diversas alteraciones en aprendizaje y
memoria (Smith et al. 1997; Ahn et al. 2006). En nuestros experimentos, el ratén
TgDyrk1A adulto, a pesar de que las diferencias no fueron relevantes, mostré un
peor aprendizaje que sus respectivos controles, como ya habia sido demostrado
previamente (Altafaj et al. 2002). De hecho, en la prueba de retirada de la
plataforma, que evalua la memoria espacial, el animal transgénico permanecio
significativamente menos tiempo en el cuadrante entrenado, un parametro que
indica la afectacion de ésta. La alteracibn observada podria deberse a
modificaciones en la circuiteria hipocampo-cortical o en la propia integridad
estructural del hipocampo, implicada directamente en esta prueba. Dado que
Dyrk1A se ha involucrado en ciclo celular, cambios en celularidad en el hipocampo,
similares a los descritos en pacientes con SD podrian estar implicados en este
efecto. Sin embargo, hasta el momento no se han realizado estudios estereol6gicos
ni electrofisiologicos que puedan confirmar esta hipotesis. Por otro lado, se ha
descrito que Dyrk1A fosforila CREB (Yang et al. 2001), NFAT (Gwack et al. 2006) y
otros factores de transcripcion implicados en memoria y aprendizaje, por lo que otra
posibilidad seria que la sobreexpresion estuviera modificando el grado de

fosforilacion de éstos, y consecuentemente, interfiriendo en estas funciones.

En relaciébn al envejecimiento, una de las estructuras mas afectadas es el
hipocampo, observandose un declive importante en las tareas de aprendizaje
dependientes de esta estructura. Este déficit no se relaciona tanto con la posible
pérdida neuronal como con alteraciones en el numero y morfologia de las espinas
dendriticas hipocampicas (von Bohlen Und Halbach et al. 2006). Las alteraciones
en la memoria visuo-espacial observadas en el SD con el envejecimiento no sufren
un deterioro significativo a no ser que se instaure un cuadro de demencia (Nelson et
al. 2005). En nuestro modelo, el estudio longitudinal mostré un empeoramiento
asociado a la edad en el aprendizaje mas acusado en el ratdbn TgDyrk1A, si bien los
dos genotipos mostraron deterioro del aprendizaje con el protocolo empleado. Para
determinar la implicacion de la degeneracién celular hipocampica en este proceso

sera necesario realizar un estudio neuromorfoloégico de este sistema en nuestro
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modelo en los dos cortes de edad empleados y determinar asi, el impacto de la
sobreexpresion de Dyrk1A sobre esta funcién. De todos modos, dado que en
ambos genotipos se observd una disminucién importante de la velocidad de
natacion, los resultados obtenidos pueden depender no sélo de alteraciones

cognitivas asociadas al envejecimiento, sino también del deterioro motor.

Finalmente la flexibilidad cognitiva, funcion afectada en el SD, al igual que en varios
modelos trisomicos como Ts65Dn y Ts1Cje, y en el ratébn YAC157F, no no mostrd
déficit en el raton TgDyrk1A en ninguna de las edades. De todos modos, la
simplicidad de la metodologia (una Unica sesion) utilizada en nuestro protocolo

dificulta la posibilidad de detectar alteraciones a este nivel.

1.4.4. Impacto de la sobreexpresion de Dyrk1A sobre los mecanismos

moleculares y celulares implicados en memoria y aprendizaje

En las personas con SD ademas del proceso neurodegenerativo especificamente
relacionado con la edad, a partir del momento del nacimiento se produce un
importante deterioro neuronal durante todo el periodo postnatal que conlleva una
posible disminucion de celularidad, una alteracion de los procesos de diferenciacion
neuronal, que tienen como consecuencia la reduccion de la complejidad dendritica y
una dismorfologia espinal apareciendo una elevada proporcion de espinas
dendriticas inmaduras. Tanto el desarrollo postnatal anémalo como los procesos de
remodelacion de la circuiteria cerebral contribuyen a las alteraciones dendriticas
observadas en el SD, con consecuencias sobre las capacidades cognitivas. Este
fenotipo se va agravando con el paso del tiempo, lo que determina que se produzca
un declive progresivo de las facultades mentales sobre el retraso ya existente. Para
poder determinar el impacto de estas alteraciones pre-existentes sobre los procesos
neurodegenerativos asociados a la edad resulta, por tanto, imprescindible el estudio

de los mecanismos celulares subyacentes.

De manera analoga a la morfologia observada en el SD y en el ratébn Ts65Dn
(Dierssen et al. 2003), las neuronas piramidales corticales del raton TgDyrk1A se
caracterizan por una menor complejidad dendritica y menor numero de espinas

(Manuscrito en preparacion en colaboracién con el Dr. J. de Felipe, Instituto Cajal,
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Madrid). Asimismo, el modelo de haploinsuficiencia de Dyrk1A (Dyrk1A+/-) presenta
alteraciones morfolégicas similares, que se acompafian ademas de una reduccién
del area del soma (Benavides-Piccione et al. 2005), sugiriendo que la dosis correcta
de DYRK1A es necesaria para el desarrollo de la arborizacion neuronal. De hecho,
su participaciéon en el proceso de neuritogenesis fue propuesta por Yang y
colaboradores quienes observaron que el bloqueo de la activacion de Dyrk1A
atenuaba el crecimiento neuritico en cultivos inmortalizados hipocampicos (Yang et
al. 2001).

La utilizacion de cultivos primarios supone una buena aproximacién para el analisis
de los cambios ocurridos durante la neuritogénesis y la sinaptogenesis a nivel
cortical en nuestro modelo de sobreexpresion de Dyrk1A. En este modelo, el
analisis neuromorfométrico de cultivos primarios durante la neuritogénesis temprana
(cultivos fijados a dia 3 in vitro) no mostr6 diferencias en el area del soma ni en el
numero de ramificaciones principales comparando ambos genotipos. Ademas, no
se observaron diferencias en el nimero de puntos de interseccion sugiriendo que la
complejidad de las ramificaciones era similar en ambos genotipos. Estos datos son
consistentes con experimentos de caracterizacién morfolégica del arbol dendritico

realizadas en colaboracién con el Dr. J.deFelipe en estadios postnatales.

Sin embargo, el analisis morfométrico del axén indic6é que en las neuronas
transgénicas era mas corto, especialmente en los segmentos terminales, es decir,
aquellos que se extienden desde la ultima interseccion. A falta de realizar un
estudio morfolégico en cultivos maduros para confirmar este acortamiento axonal,
los resultados sugieren que DYRK1A podria jugar un papel relevante en la
elongacién del axén, bien interfiriendo en la velocidad de crecimiento o induciendo
una inadecuada reorganizacion de los microtubulos que provocaria un crecimiento
anomalo. De hecho, estudios recientes indican que Dyrk1A participa en la via de
sefalizacion Ras/MAPK, necesaria para el mantenimiento de la diferenciacion
neuronal y la orientacién espacial del axén (Kelly y Rahmani 2005) e incluso
sugieren que, junto con otras proteinas, podria estar constituyendo una nueva
cascada MAPK implicada entre otros procesos en neurogénesis (Pellegrini-Calace y
Tramontano 2006). Ademas, Dyrk1A tiene capacidad de fosforilar tau, una proteina

citosélica que en condiciones no patolégicas participa en la regulacion de la
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dinamica de los microtubulos (Woods et al. 2001a). De todos modos, la
morfogénesis de las neuronas depende en gran parte de la actividad de los conos
de crecimiento presentes en los extremos terminales de dendritas y axones, ya que
integran las sefiales de guia del cono axonico tanto intracelulares como
extracelulares, coordinando la reorganizacion del citoesqueleto. En las neuronas
transgénicas, a pesar del retraso en el crecimiento del axén, no hay variaciones en
el tamafio del cono axénico, pero éstos aparecen en mayor cantidad respecto a las
neuronas control, sin embargo en este estudio su actividad no ha podido ser

constatada.

Por otro lado, el axén de las neuronas transgénicas presenta un mayor numero y
densidad de filopodios aunque mas cortos que las neuronas no transgénicas. Los
filopodios estan formados por haces de filamentos de actina paralelos que, en las
dendritas se relacionan con la constitucion de las espinas, y en el axdn contribuyen
a la elongacion o a la formacién de ramificaciones. El hecho de que exista un mayor
numero de estructuras proliferantes (filopodios, conos de crecimiento...) en los
cultivos transgénicos de Dyrk1A, deberia sin embargo dar lugar una mayor
complejidad una vez la neurona haya madurado. Por ello, uno de los procesos que
habria que explorar es si los filopodios en crecimiento estan estableciendo los
contactos adecuados con otras estructuras (dendritas, axones de otras neuronas,..)
que permitan la creacién de una espina madura o la prolongacion o bifurcacion de
las ramificaciones (Niell et al. 2004). En caso contrario, el filopodio sufriria una

retraccion y degeneracion.

En cuanto a la morfologia dendritica, que aporta mayor informacién sobre el
procesamiento de la informaciéon, en contraste con el axdn, no se observan
diferencias apreciables de longitud entre ambos genotipos. A pesar de que se
observa una tendencia a una reduccion en el tamafio de los segmentos intermedios
que se puede relacionar con la frecuencia de ramificacion, otros parametros indican
que no existen diferencias en la arborizacion dendritica. Por otro lado, al igual que
sucedia en el axén, las dendritas de neuronas que sobreexpresan Dyrk1A
presentan una mayor densidad de filopodios de longitud menor. A falta de un
estudio morfolégico en cultivos maduros en los que el arbol dendritico esta

plenamente constituido y las conexiones sinapticas entre dendritas estan
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establecidas, estos datos sugieren un arbol dendritico empobrecido en espinas
maduras coincidiendo con los datos obtenidos de neuronas piramidales en corteza
adulta (datos no publicados). De hecho en los ratones transgénicos se observan
menos contactos sinapticos maduros, lo que sugiere que posiblemente la
sobreexpresion de Dyrk1A, de lugar a filopodios mas inmaduros y menos capaces
de establecer una sinapsis madura. En el modelo sinaptotropico de desarrollo del
arbol dendritico, que defiende que el crecimiento de la dendrita se produce a partir
de un contacto sinaptico maduro, éstos explicaria los déficit de ramificacion

previamente comentados, y el fenotipo observado en el adulto.

Diversos estudios han postulado la participacion de Dyrk1A durante la
neuritogénesis y sinaptogénesis. Efectivamente, Dyrk1A interacciona con diversas
proteinas sinapticas involucradas en el establecimiento de complejo sinaptico, como
dinamina que se transloca hasta la terminacién sinaptica durante la diferenciacion
neuronal para formar parte del anclaje sinaptico o con la proteina de interaccion con
Huntingtina (Hip-1), con posible funcién en la endocitosis y el mantenimiento del
citoesqueleto de actina (Kang et al. 2005). Por otro lado, debido a la capacidad de
Dyrk1A para fosforilar diversos sustratos es posible que pueda estar modulando a
su vez la reorganizacion del citoesqueleto afectando a la dinamica de la actina y a
otras proteinas responsables del crecimiento filopodial como las GTPasas Rho u

otras moléculas de sefializacién (ver Introduccion).

Los resultados obtenidos sugieren que DYRK1A podria estar afectando a la
neuritogénesis temprana regulando directa o indirectamente, la reorganizacion y
dinamica del citoesqueleto (actina y microtubulos), lo que conduciria a un retraso en
el crecimiento y desarrollo de la ramificacion neuronal afectando a la maduracién

del arbol neuritico con posibles implicaciones a nivel funcional.

Como se ha comentado en la Introduccién y mas arriba en esta discusion, la
mayoria de los casos de retraso mental y disfuncién cognitiva, incluido el SD, se
han asociado con alteraciones en la morfologia de las espinas dendriticas (Purpura
1974; Marin-Padilla 1976). Las espinas dendriticas constituyen las zonas
postsinapticas de la mayoria de las sinapsis excitatorias de la corteza cerebral (ver

Introduccién). Las espinas no son estructuras estables y los cambios en su
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morfologia se han relacionado con el almacenamiento de la informaciéon a nivel
celular, de forma queel incremento de la actividad sinaptica puede favorecer la
formacién de nuevas espinas y dar lugar a cambios en la morfologia de las espinas
existentes (revisado en Tada y Sheng 2006, Carlisle y Kennedy 2005). Estos
cambios morfolégicos estan regulados por la activacion de receptores
glutamatérgicos y vienen determinados por la polimerizacion y/o depolimerizacién
del citoesqueleto de actina, en un equilibrio dinamico entre las formas filamentosas
y monoméricas de actina (Halpain 2000). Estudios previos de FRAP indican que la
mayoria de la actina presente en las espinas es dinamica (fraccion movil),
existiendo una fraccion estable en la que la incorporacion de nuevos mondémeros de
actina es tan lenta que resulta inapreciable (Star et al. 2002). Las espinas
dendriticas provenientes del raton TgDyrk1A presentaron una fraccion moévil menor
que los controles, sugiriendo una menor tasa de recambio de mondémeros entre la
dendrita y la espina. Sin embargo, el tiempo medio de la recuperacion era
significativamente menor en las espinas del ratén TgDyrk1A indicando una difusién
mas rapida de los monémeros de actina hacia la espina. En estudios de FRAP
realizados con citocalasina D, un inhibidor de la polimerizacién de actina, se ha
observado una menor recuperaciéon de la fluorescencia similar al observado en
nuestro modelo. Por tanto se podria proponer que la sobreexpresion de Dyrk1A
podria estar afectando a la polimerizacién de la actina aunque este dato no permite
descartar su participacion en otros procesos como la depolimerizacion,
estabilizacion de los filamentos, nucleacion de la actina o incluso la disgregacién de
los monomeros de actina desde las proteinas unidoras de actina, que también
podrian modificar la ratio fraccion estable/fraccidbn moévil. Futuros experimentos de
FRAP en nuestro modelo, empleando diferentes moduladores (citocalasina D,
latruculina) de la dinamica de actina son necesarios para determinar los procesos
concretos que pueden estar alterados. Por otra parte sera necesario el estudio de
otras proteinas implicadas en la regulacién de la dinamica de la actina como Rho-
GTPasa, Arp2/3, cortactina, profilina, gelsolina, debrina, etc, para poder esclarecer

la participacion de Dyrk1A en la dinamica de la espina.
Por otro lado, el efecto de la sobreexpresion de Dyrk1A sobre la dinamica de la

actina podria depender de otros mecanismos. Asi, la activacién de los receptores

NMDA y AMPA y su consecuente entrada de calcio, conlleva una disminucion en el
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recambio de actina y en la estabilizacién de los filamentos (Carlisle y Kennedy
2005; Ackermann y Matus 2003), reduciendo asi la motilidad de las espinas. En el
ratdbn TgDyrk1A se ha descrito una desregulacién en las subunidades del receptor
NMDA (comunicacion personal de Jon Ortiz) que podria afectar a la entrada de
calcio extracelular con consecuencias sobre la dinamica de la actina y por tanto,
sobre los cambios morfolégicos de las espinas. La influencia de las alteraciones de
los receptores glutamatérgicos en nuestro modelo sera estudiada mediante estudios
de FRAP usando agonistas de NMDA. A pesar de que no se ha realizado un
analisis morfolégico comparativo de las espinas en nuestros cultivos, existen
evidencias de que el ciclo dinamico de la actina es independiente del tamafio de la
espina (Star et al. 2002), por lo que en principio los cambios observados en los

experimentos de FRAP no dependerian de variaciones morfolégicas.

En conjunto los resultados sugieren que la sobreexpresion de Dyrk1A podria afectar
la motilidad de la espina ya que presenta caracteristicas similares a las observadas
cuando se inhibe la polimerizacién de actina. Ello podria afectar negativamente la
plasticidad sinaptica de ésta, con posibles consecuencias funcionales sobre los

procesos cognitivos.

2. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE DYRK1A SOBRE LAS
CONSECUENCIAS CONDUCTUALES Y COGNITIVAS DEL
ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

La plasticidad cerebral es un proceso de gran importancia durante el periodo
postnatal, que contribuye a la diferenciacion neuronal y al establecimiento de la
circuiteria. En el contexto de los trastornos del neurodesarrollo se ha propuesto que
el incremento de esta neuroplasticidad podria modular en cierta medida las
alteraciones neuronales y de la conectividad cerebral. En este principio se basa la
intervencion temprana en los nifios con SD, que mejora sus capacidades cognitivas,
en algunos casos de forma importante. En lo que se refiere a los estudios en
modelos experimentales de SD, hasta el momento tan sélo se han realizado
experimentos de enriquecimiento ambiental postnatal en el ratén trisébmico Ts65Dn
(Martinez-Cue et al. 2002; Dierssen et al. 2003; Martinez-Cue et al. 2005)
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obteniéndose la reversion de alguna de las deficiencias cognitivas y motoras
aunque con una fuerte dependencia del sexo. En el contexto de esta Tesis, los
experimentos en cultivos celulares primarios realizados en TgDyrk1A sugerian que
la plasticidad sinaptica pudiera estar comprometida en este modelo. En un intento
de explorar este extremo in vivo y la posible aplicacibn como herramienta
terapéutica para revertir alguno de los fenotipos alterados, se utilizd el paradigma

experimental del enriquecimiento ambiental.

El efecto del enriquecimiento sobre la actividad y la emotividad es muy variable en
ratones, en funcién de la cepa y del tipo de pruebas empleadas (ver Infroduccion).
En nuestros experimentos la actividad exploratoria fue analizada mediante la tabla
de agujeros que ademas de medir la tendencia exploratoria del raton tiene en
cuenta la actividad inespecifica, de forma que el nimero de exploraciones depende
también de ésta. La actividad exploratoria especifica suele aumentar tras la
exposicién a un ambiente enriquecido (van de Weerd et al. 1994), posiblemente por
la familiarizacién con la presentacién constante y prolongada de una diversidad de
estimulos nuevos. Sin embargo, y de forma similar a lo que habiamos observado en
experimentos anteriores utilizando el raton Ts65Dn (Martinez-Cue et al. 2002), en
nuestros experimentos con el modelo TgDyrk1A, los ratones macho no mostraron
diferencias en actividad exploratoria ni en actividad inespecifica con respecto a los
animales no enriquecidos en ambos genotipos. El enriquecimiento puede modificar
sustancialmente la organizacion jerarquica de los ratones macho originando un
cambio hacia una organizacién mas territorial, lo que produce un incremento en el
nivel de agresividad entre los componentes de la jaula (Haemisch y Gartner 1997).
En nuestros experimentos la exposicidon a un ambiente enriquecido en los ratones
macho incremento el nUmero de peleas, una conducta que podemos inferir se debia
a un aumento del estrés, aunque éste no fue estudiado de forma especifica. En el
caso del modelo Ts65Dn, experimentos posteriores demostraron que los animales
macho trisébmicos presentan mayor subordinacién que los controles, por lo que un
ambiente enriquecido asociado a un incremento de los estimulos sociales y fisicos
aumenta su grado de estrés repercutiendo en la conducta y los procesos cognitivos
(Martinez-Cue et al. 2005). En el raton TgDyrk1A podria arguirse por tanto, que el
exceso de estimulacion social o fisica en los ratones macho podria afectar a la

conducta a través de la alteracion de componentes emocionales. En efecto, la
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exposicion a la tabla de agujeros, que no deja de ser un espacio abierto, produjo
una conducta ansiosa de los ratones macho enriquecidos, reflejada en un
incremento de la conducta de congelamiento, si bien es necesario definir con mas

precision este extremo.

En el caso de las hembras no se establecen relaciones jerarquicas tan consolidadas
permitiendo asi detectar efectos de la estabulacion en condiciones de
enriquecimiento ambiental, sin que el factor de estrés afecte de forma tan
importante al experimento. En nuestro estudio, en condiciones de estabulaciéon
estandar, las ratonas TgDyrk1A se mostraron mas activas que sus respectivas
controles, como se constatdé por el mayor numero de exploraciones. Este
incremento de actividad habia sido descrito en nuestros experimentos previos, si
bien unicamente se habia explorado en machos en otros entornos experimentales.
Sin embargo, la hiperactividad observada es cualitativamente diferente en hembras,
ya que los machos no la presentan en la tabla de agujeros. Ello sugiere que la
sobreexpresion de Dyrk1A podria estar afectando de forma diferencial a ambos
sexos, al igual que se ha observado en los ratones trisébmicos, y hace necesario
explorar el fenotipo de forma mas detallada en hembras, determinando el grado de
hiperactividad en otros entornos experimentales y la dependencia de factores como
la impulsividad o el grado de emotividad en la misma. Tras el enriquecimiento
ambiental, las ratonas control incrementaron notablemente el numero de
exploraciones, llegando a alcanzar valores mas altos que las transgénicas
enriquecidas. Este aumento no es inespecifico ya que la tendencia exploratoria
aumentd, como reflejan el incremento del tiempo total de exploracién y la duracién
media de las exploraciones. Sin embargo, el enriquecimiento no modificé la
conducta de las ratonas TgDyrk1A, sugiriendo que la sobreexpresion de Dyrk1A
reduce la capacidad de interaccion con las modificaciones ambientales

proporcionadas.

Durante afios se ha demostrado que el enriquecimiento ambiental produce efectos
positivos en aprendizaje y memoria, especialmente en tareas de memoria
visuoespacial dependiente de hipocampo (Falkenberg et al. 1992; Paylor et al.
1992; Tees et al. 1990; Kempermann et al. 1998; Leggio et al. 2005) que se han

correlacionado con un incremento de la neurogénesis en esta estructura (Bruel-
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Jungerman et al. 2005). Al igual que sucedia en las pruebas de actividad
exploratoria en los ratones machos no se observé una mejora del aprendizaje con el
enriquecimiento en el paradigma del laberinto acuatico de Morris, si bien, en los
ratones transgénicos enriquecidos este tratamiento produjo un efecto claramente
mas negativo como demostré el menor porcentaje de reduccion de latencia de
llegada a la plataforma entre la primera y la ultima sesién. De nuevo estos
resultados son muy similares a los obtenidos con ratones trisébmicos. En nuestro
caso, sin embargo, y de forma opuesta a las observaciones realizadas en los
ratones trisdmicos, se observa una disminucion en la velocidad de natacién de los
animales enriquecidos, especialmente en los controles, que no se manifiesta
durante la sesion de entrenamiento pero es patente en la sesion de aprendizaje
guiado, lo que sugiere que no existen problemas motores especificos, ya los
animales enriquecidos realizaron latencias mucho mas bajas con respecto a la
ultima sesion de adquisicion. Debido a las diferencias existentes en velocidad, para
valorar la ejecucion global de la prueba, se analiz6 la evolucion de las distancias
recorridas en la fase de adquisicion. Si bien todos los grupos de animales
disminuyeron la distancia recorrida a lo largo de las sesiones, es decir, aprendieron
a localizar la plataforma, nuevamente los animales TgDyrk1A enriquecidos
mostraron una menor reduccion entre la primera y la ultima sesion. Por otro lado,
los ratones macho enriquecidos ejecutaron peor la prueba de retirada de la
plataforma que evalua la memoria visuo-espacial, principalmente dependiente de
hipocampo. Por ultimo, la flexibilidad cognitiva, funcion regulada por la corteza
prefrontal, tampoco se vio modificada favorablemente por el enriquecimiento
ambiental. Dado que la exposicion a estrés deteriora el aprendizaje en el laberinto
acuatico de Morris (Zaharia et al. 1996), en nuestro caso las condiciones de
estabulacion enriquecidas, que como se discute mas arriba podrian ser estresantes,
determinarian la falta de efectos beneficiosos en aprendizaje y memoria visuo-
espacial.

En el caso de las hembras, y aunque estos datos son claramente preliminares
debido al escaso niumero de animales empleados hasta el momento, se observa un
patron conductual muy diferente al de los ratones macho. Hasta el momento, no se
habian explorado en el TgDyrk1A las diferencias de ejecucién de tareas de
aprendizaje diferenciando ratones hembra y macho. En relacion con estas

diferencias relativas al sexo, en nuestros experimentos se observé una mejor
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adquisicién en los ratones machos en el laberinto acuatico, como demostraron las
menores latencias de llegada a la plataforma en los machos no enriquecidos
comparados con las hembras no enriquecidas de ambos genotipos. Estas
diferencias son similares a las que se detectaron en ratones trisébmicos sin que se
puedan adscribir al genotipo, sino que son observadas en todos los grupos. Se
sabe que muchos procesos cognitivos tienen lugar de manera diferente en machos
y hembras, realizando los machos menos errores que las hembras en tareas
relacionadas con memoria de referencia. De hecho, los machos atienden mas a los
aspectos geométricos de la habitacidbn mientras que las hembras utilizan elementos
de contexto del ambiente como elementos de guia para establecer localizaciones
espaciales especificas (Williams et al. 1990). Es posible que tales diferencias sean

responsables de los cambios sexo-dependientes que observamos.

Al analizar el efecto de la exposicion al enriquecimiento ambiental en las hembras,
se aprecié una ligera mejoria en la adquisicion de la tarea en las hembras control
con respecto a las no enriquecidas del mismo genotipo, mientras que en las ratonas
transgénicas no se observaron diferencias comportamentales. A pesar de lo
preliminar de los resultados, éstos apuntan a que las condiciones de estabulacion
enriquecidas podrian modificar aprendizaje y memoria visuo-espacial, y que la
sobreexpresion de Dyrk1A interfiere en la modulacién del fenotipo conductual
derivada del cambio ambiental. A pesar de que los efectos positivos del
enriquecimiento sobre el aprendizaje pueden ser probablemente debidos a
modificaciones funcionales en el hipocampo, es posible hallar cambios morfolégicos
en la neocorteza ya que en el proceso de consolidacion de la memoria intervienen
ambas estructuras a través de las conexiones hipocampo-corticales (Rampon et al.
2000). En efecto, los resultados conductuales obtenidos en el raton Ts65Dn se han
correlacionado con un incremento en la complejidad del arbol dendritico de las
neuronas piramidales corticales en los animales control enriquecidos, mientras que
en los ratones trisbmicas no se observaron cambios morfoldgicos relevantes
(Dierssen et al. 2003). Primeros datos neuromorfolégicos obtenidos mediante
experimentos similares en nuestro modelo de sobreexpresion de Dyrk1A
(comunicacion personal Dr J. De Felipe) no muestran cambios estructurales en las
neuronas piramidales del TgDyrk1A enriquecido, pero si un incremento en la

ramificacion y longitud dendritica en los controles tras el enriquecimiento ambiental.
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El conjunto de estos resultados determinan que la plasticidad sinaptica en nuestro
modelo esta fuertemente comprometida y que posiblemente Dyrk1A esté

contribuyendo al fenotipo alterado observado en el ratdon Ts65Dn.

Finalmente, para evaluar los efectos del enriquecimiento sobre la memoria a corto y
medio plazo se utilizd la prueba de evitacidn pasiva. Esta prueba Unicamente fue
posible realizarla en ratones macho, por lo que no se discuten los resultados en
hembras. La prueba evitacion pasiva requiere una gran integracion psicomotora ya
que el animal debe recordar el estimulo aversivo e inhibir entonces su tendencia
natural a bajarse de la plataforma. El analisis de la memoria a corto (a las 24 horas)
y a medio plazo (a los 7 dias) no revelé diferencias entre genotipos. Estas
diferencias sin embargo, aparecen en edades mas tardias como se ha discutido
previamente, observandose a los seis meses una peor ejecucion en los ratones
transgénicos. Tras el enriquecimiento se observa una cierta mejoria de la respuesta
en los ratones control enriquecidos respecto a los no enriquecidos, en memoria a
corto plazo, sugiriendo un posible efecto beneficioso del enriquecimiento a este
nivel. Por el contrario, en los ratones transgénicos enriquecidos la latencia de
descenso de la plataforma era significativamente menor que en el resto de los
grupos, sugiriendo de nuevo un efecto diferencial del enriquecimiento en los ratones
de este genotipo. Este efecto negativo se observé también en la memoria a medio
plazo (a los 7 dias), que estaba mas alterada en los animales transgénicos
enriquecidos que en el resto de los grupos. Estos resultados podrian ser
interpretados bien como una alteracién especifica de la capacidad de retencion a
corto y medio plazo, o bien como una pobre inhibicién de la conducta que seria
esperable teniendo en cuenta la situacion de estrés que el enriquecimiento parece
promover en nuestro modelo experimental. Si atribuimos los cambios observados a
alteraciones en memoria reciente, podriamos proponer que el enriquecimiento
podria haber provocado una disregulacion a nivel colinérgico en el raton TgDyrk1A,
si bien este aspecto precisa de futuros estudios histolégicos para poder ser

corroborado.
A pesar de los resultados negativos observados en la conducta, los experimentos

realizados en el micro-PET, mostraron un incremento de la actividad cerebral en los

animales enriquecidos machos, independientemente del genotipo. Estos resultados
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sugieren que a nivel neuroestructural posiblemente se hayan producido cambios
sutiles que no hayan tenido consecuencias detectables a nivel conductual. El
estudio neuromorfolégico de los cerebros enriquecidos aportara nuevos datos sobre
la capacidad de adaptaciéon neuronal durante el periodo postnatal, indicando el
grado de compromiso de la plasticidad sinaptica en el modelo de sobreexpresion de
Dyrk1A y la contribucién de este gen al fenotipo observado en el modelo Ts65Dn.
En conjunto nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de Dyrk1A esta
provocando alteraciones como consecuencia del desequilibrio génico que interfieren
con la eficacia del enriquecimiento ambiental. Dada la influencia de este tratamiento
ambiental sobre aspectos estructurales y conductuales asociados a la plasticidad
sinaptica, y la posible implicacion de Dyrk1A en las vias de sefializacion
subyacentes a ésta, proponemos que muy posiblemente la disregulacion de este
gen altera los procesos moduladores sinapticos con consecuencias limitantes sobre

la neuroplasticidad.
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1. Nuestros resultados demuestran que Dyrk1A juega un papel en el control
de la funcion motora fundamentalmente en lo referente a la actividad,
coordinacién motora y organizacion de patrones motores. Las alteraciones
motoras producidas por el desequilibrio de dosis de este gen se relacionan con
una disfuncién del sistema dopaminérgico nigroestriatal que es diferencial en

los modelos de pérdida o de ganancia de funcion.

2. La disregulacion de los niveles de expresion de Dyrk1A modifica el patrén
de deterioro neuroldgico asociado al envejecimiento, sugiriendo su implicaciéon
en procesos neurodegenerativos. Las alteraciones cognitivas y conductuales
asociadas a la edad que aparecen en el modelo transgénico, sugieren que este

gen podria participar en el proceso neurodegenerativo propio del SD.

3. La afectacion de la memoria reciente que se observa en el modelo de
sobreexpresion de Dyrk1A a edades avanzadas, posiblemente estéa relacionada
con la alteracion detectada a nivel del sistema colinérgico. La similitud de este
fenotipo con el del modelo Ts65Dn, sugiere una participacion relevante de

Dyrk1A, junto con otros genes del cromosoma 21, en la relacion entre EA y SD

4. En la corteza cerebral la sobreexpresion de Dyrk1A provoca alteraciones en
neuritogénesis caracterizadas por un retraso en la elongacion del axén y una
alteracion en el numero y tamafio de estructuras proliferantes, sugiriendo la
patogenicidad de la sobrexpresion de este gen en las alteraciones del aparato

dendritico presentes en SD.

5. Los estudios de FRAP sugieren que estas alteraciones podrian deberse a
una disfuncion de los procesos de regulacion dinamica del citoesqueleto de

actina.

6. El enriquecimiento ambiental en el modelo transgénico de sobreexpresion
de Dyrk1A no produjo efectos beneficiosos a nivel conductual en ratones
macho, posiblemente debido a un aumento del estrés. A pesar de esta falta de

efecto a nivel conductual, el enriquecimiento produjo cambios en la actividad
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cerebral como revelaron los experimentos de imagen in vivo (micro-PET). En
hembras, el tratamiento ambiental fue eficaz en el control pero no en las
ratonas transgénicas, sugiriendo una alteracion de la neuroplasticidad en
nuestro modelo. Este patron de respuesta es similar al descrito en el raton
Ts65Dn.

En conclusién, nuestros resultados implican a Dyrk1A en el deterioro asociado a la
edad de la funcién motora y la memoria reciente, posiblemente a través de la
alteracion en los sistemas de neurotransmisiéon dopaminérgico y colinérgico,
respectivamente. Ademas, sugieren que la sobreexpresion de Dyrk1A tiene
consecuencias patogenéticas en los procesos de neuritogénesis, probablemente a
través de la modulacion de la dinamica del citoesqueleto de actina. Estas
alteraciones podrian ser responsables de la falta de efectos cognitivo-conductuales
observada en ratones transgénicos en el modelo de neuroplasticidad in vivo

(enriguecimiento ambiental).
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1. ABREVIATURAS

AAMR
Ab
AChE
AMPA
AMPc
BAC
BACE2
ChAT
cm
CREB
D1

D2
DA
DAB
db
DIV
DMEM
DNA
DOPAC
DSCR
DYRK1A
EA
FRAP
GFP
GSK3
h
HSA21
kb
kDa
LTD
LTP

Asociacion Americana sobre Retraso Mental
péptido B-amiloide

acetilcolinesterasa
aminomethil-phosphonic acid

Adenosin 3"-5"-monofosfato ciclico
Bacterial Artificial Chromosome

beta-site APP cleaving enzyme 2
colinacetil transferasa

centimetro

CAMP Response Element Binding Protein
receptor dopaminérgico D1

receptor dopaminérgico D2

dopamina

diaminobenzidina

decibelio

dia in vitro

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

acido desoxiribonucléico
3,4-Dihydroxy-Phenylacetic Acid

region critica del sindrome Down

Dual specifity Yak1- Related Kinase
enfermedad de Alzheimer

Fluorescence Recovery After Photobleaching
Green Fluorescence Protein

Glycogen Synthase Kinase 3

hora

cromosoma 21humano

kilobase

kilo dalton

long term depotentiation

long term potentiation
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M molar

mA miliamperio

Mb megabase

min minuto

ml mililitro

mm milimetro

mM milimolar

Mnb minibrain

MPTP 1-methyl 4-phenyl 1,2,3,6-tetrahydropyridine
MSN nucleo septal medial

MWM Morris water maze, laberinto acuatico
NB** medio neurobasal suplementado
NFAT Nuclear Factor Activated Thimocyte
NGF Nerve Growth Factor

NMDA N-metil D-aspartato

P75 receptor de baja afinidad para NGF
PBS tampon fosfato salino

PBS-T tampon fosfato salino con tritén 0.2%
PBS-T-GEL PBS-T con gelatina al 0.25%

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
PET tomografia de emision de positrones
PFA paraformaldehido

PPA proteina precursora de B-amiloide
RNA acido ribonucléico

ROI region de interés

rpm revoluciones por minuto

S segundo

SD sindrome de Down

SMART System Motor Activity Record and Tracking
SNC sistema nervioso central

SNpc sustantia nigra pars compacta

SNr sustantia nigra reticulata

SOD1 Cu/Zn superéxido dismutasa

ST estriado
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SuUvV
TA
TrkA

VDB
VTA
YAC

Standard Uptake Value, valor de captacién normalizado
temperatura ambiente

receptor tirosin kinasa A

voltio

banda diagonal vertical

area tegmental ventral

Yeast Artificial Chromosome
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Motor deficits are among the most frequent impairments in Down
syndrome (DS), but their neuropathological and molecular bases
remain elusive. Here we investigate the motor profile of transgenic mice
overexpressing Dyrkla, Tg(Dyrkla)ICff (hereafter TgDyrkla), a
candidate gene hypothesized to cause some of the neurological defects
associated with DS. We have previously shown DYRKIA expression in
the cerebellum and functionally related structures, most brainstem
motor nuclei and spinal cord, supporting a role for Dyrkla in
controlling motor function. Here we demonstrate that TgDyrkla mice
present DYRKIA overexpression in these areas along with specific
motor dysfunction. The main finding that emerged was impairment of
motor learning and alteration of the organization of locomotor
behavior, which agrees with reported clinical observations in subjects
with DS. These results confirm and extend previous data and provide
further insight to the functional domains that might be altered in
TgDyrkla mice and underlying molecular mechanisms of DS motor
dysfunction.

© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Down syndrome; Dyrkla; Motor dysfunction; DYRKIA
expression; Motor learning; Transgenic mice; Locomotion

Introduction

Down syndrome (DS) is a genetic disorder caused by trisomy
of all or part of human Chromosome 21 (HSA21). The neurolog-
ical and neurosensorial phenotypes of individuals with DS are
variable and complex (Haslam, 1995). Besides presenting different
degrees of mental deficit, there is a high prevalence and functional
consequences of motor dysfunction among persons with DS. This
motor dysfunction manifests shortly after birth as hypotonia of
moderate intensity in infants, improves significantly after 1 year of
age, and may be accompanied by hyporeflexia and reduced

* Corresponding author. Programme of Genes and Disease, Center for
Genomic Regulation, Passeig Maritim 37-49, 08003 Barcelona, Spain. Fax:
+34-93224-08-99.

E-mail address: mara.dierssen@crg.es (M. Dierssen).

! Present address: Laboratoire Canaux lIoniques Et Signalisation,
INSERM EMI 9931, CEA-Grenoble, 17 rue des Martyrs, 38054 Grenoble,
France.

Available online on ScienceDirect (www.sciencedirect.com.)

0969-9961/$ - see front matter © 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.nbd.2003.10.002

muscular strength (Davis and Kelso, 1982; Morris et al., 1982;
Palisano et al., 2001). More noticeable in children, these deficits
seem to be closely associated with developmental delays in gross
and fine motor skills (Shumway-Cook and Woollacott, 1985;
Nadel, 2003; Gemus et al., 2001). Whereas some aspects of gross
motor function show age-related changes with delayed but regular
acquisitions, all the aspects of fine motor skills assessed seem to
be more severely impaired and show little changes with age
(Spano et al., 1999). In adults with DS, the motor dysfunction
has been defined as disturbances in striate muscle control, which
are frequently called “clumsiness.” It has been suggested that
some movement characteristics considered aberrant in adults with
DS may reflect adaptive strategies because early studies could not
find major qualitative deficits in the motor control mechanisms of
individuals with DS (Latash and Corcos, 1991). However, recent
reports indicate that the motor alterations in DS are not unidi-
mensional, and besides changes in general activity and coordina-
tion, other motor-related aspects, such as increased time for
feedback adjustments in grip force and higher static grip forces
and hand asymmetries in unimanual tasks, can be observed (Cole
et al., 1988; Robertson Ringenbach et al., 2002). The origin of
these motor alterations has tentatively been attributed to cerebellar
dysfunction (Frith and Frith, 1974), but problems with proper
modulation of motor commands may also be present.

Data from the study of mouse models of DS have revealed an
important motor dysfunction in mice with segmental trisomy of
mouse Chromosome 16 (Ts65Dn). In these mice, which contain the
complete HSA21 DS critical region homologous of mouse Chro-
mosome 16 (MMU16), hyperactivity, abnormal exploratory pat-
terns, altered motor learning, and retarded neurodevelopment have
been reported (Costa et al., 1999; Holtzman et al., 1996; Hyde et
al., 2001a,b). However, subtraction of the region between 4App and
Sodl, as occurs in another segmentally trisomic mouse, the Ts1Cje
(Sago et al., 2000), produces a hypoactive phenotype, and finally a
mouse trisomy limited to this App—Sodl region has a normal
pattern of general activity. These evidences point to specific genes
affecting motor phenotypes rather than the unspecific effect of the
amount of extra genetic material, thus supporting the gene-dosage
hypothesis (for a review, see Pritchard and Kola, 1999; Dierssen,
2003).

To identify specific genes related to pathophysiological fea-
tures, it is necessary to use single gene transgenesis as a tool.
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DYRKIA has been considered a good candidate gene for the DS
phenotypic abnormalities due to its localization in the DS critical
region on HSA21 (Guimera et al., 1996) and its involvement in
central nervous system development (Fotaki et al., 2002; Tejedor et
al., 1995). The possible involvement of DYRKIA in the motor
dysfunction observed in DS is supported by previous reports on
animal models with overexpression or dose reduction of the gene.
The fly DYRK 1A orthologue is minibrain (mnb). Mutant flies with
mnb dose reduction exhibit a decrease in the size of central brain
hemispheres and optic lobes and abnormal behavior in tests that
evaluate locomotor activity, visual acuity, and olfactory learning
(Tejedor et al., 1995). The mouse Dyrkla gene maps on Chromo-
some 16 (MMU16) in the region of orthology with HSA21 (Song
et al.,, 1996), which is triplicated in Ts65Dn and TsICje mice.
Transgenic mice for human genomic fragments of human Chro-
mosome 21q22.2 implicate DYRKA in specific motor and cogni-
tive defects (Smith et al., 1997), and haploinsufficiency of Dyrkla
in mouse leads to a marked hypoactivity (Fotaki et al., 2002). We
have generated a transgenic mouse model overexpressing Dyrkla
in which neuromotor development delays, motor abnormalities,
and cognitive deficits have been recently demonstrated (Altafaj et
al., 2001). Although these observations make of Dyrkla a good
candidate to be responsible for an aberrant development of the
brain with consequences in the acquisition of motor abilities, these
studies have not precisely dissected the specific alterations. In the
present work, we have used a series of informative and comple-
mentary assessments to evaluate different modalities of motor
function in TgDyrkla. These quantitative or semiquantitative
experimental methods involved the analysis of gait patterns,
maximum running speeds, rotarod performance, grip forces, swim
paths, and swimming speeds. Significant levels of motor dysfunc-
tion were revealed in TgDyrkla mice by specific tests, being more
severely affected by those tasks involving a high degree of
coordination, motor learning, and organization of locomotor be-
havior. Such results agree with the observations made in individ-
uals with DS and further confirm the importance of single gene
transgenesis in unraveling the involvement of individual genes in
specific phenotypes.

Methods
Animals

The production of mice transgenic for Dyrkla (TgDyrkla) has
previously been described (Altafaj et al., 2001). The transgene
was inserted into C57BL/6JXSJL (Charles River, Barcelona,
Spain) embryos and the stock is maintained by intercrossing
wild-type and transgenic mice derived from the original founder.
Two lines of transgenic mice with insertion of the transgene in
different chromosomes were used to exclude positional effects.
The nontransgenic littermates of TgDyrkla mice served as con-
trols. Same-sex littermates were group housed under a 12:12-
h light—dark schedule (lights on at 9:00 a.m.) in controlled
environmental conditions of humidity (60%) and temperature
(22 + 2°C) with free access to food and water. Only males
were tested in this study, so females could be spared for breeding
purposes. For most experiments, 13 TgDyrkla and 10 control
animals were tested at 12—14 months of age. A period of 1 week
elapsed between each series of experiments. In the first series of
experiments (Days 1-5), physical characteristics such as body

weight and the presence of bald patches were registered. In these
series, neurological, sensorimotor, and general activity tests were
performed (age range: 12—14 months). At the end of the initial
series of experiments, the rotating rod test was carried out. The
swimming tests were performed 2 months after the completion of
these initial tests and involved about part of the same mice (age
range: 14—16 months). The treadmill experiment was performed
in a separate group of 14 TgDyrkla and 10 controls (age: 3
months). All the behavioral testing was conducted by the same
experimenter in an isolated room and at the same time of the day.
Behavioral experimenters were blinded as to the genetic status of
the animals. All experimental protocols involving the use of
animals were performed in accordance with recommendations
for the proper care and use of laboratory animals and were
approved by the local Ethical Committee.

Immunohistochemistry

Mice were anaesthetized and perfused transcardially with
PBS, followed by buffered 4% paraformaldehyde in PBS. At
least three animals were used per time point. Brains were
removed from the skull and postfixed in the same fixative for
24 h. After rinsing in PBS, brains of adult mice were cryopro-
tected in 30% sucrose and kept frozen at —70°C. Coronal
sections 30 pm thick were cut with a cryostat, kept in cryopro-
tector, and stored at —20°C until use.

Sections were processed for Dyrkla immunohistochemistry
using the avidin—biotin—peroxidase method (Vectastain ABC Kkit,
Vector Laboratories). The sections were washed several times in
PBS before peroxidase blocking. This was followed by incubation
with PBS containing 0.2% Triton X-100, 10% FCS, and 0.25%
gelatin for 1 h at room temperature. Sections were then incubated
with the primary anti-DYRKIA antibody (Marti et al., 2003)
overnight at 4°C at a concentration of 1:500. Subsequently,
sections were incubated with biotinylated secondary antimouse
antibody at a dilution of 1:200 and then with ABC at a dilution of
1:100 each. Peroxidase activity was visualized with 0.05% dia-
minobenzidine and 0.01% hydrogen peroxide. No immunoreaction
was detected in sections omitting the primary antibody, thus
confirming the specificity of the immunoreaction. Samples from
control and TgDyrkla mice were processed in parallel to avoid day
to day variations in the immunostaining. Sections were examined
using a Nikon Elite E800 microscope.

Neurological assessment (SHIRPA protocol)

SHIRPA primary screen is a comprehensive semiquantitative
routine testing protocol to identify and characterize phenotype
impairments during which a total of 40 separate measurements are
recorded for each animal, including somatometry (Rogers et al.,
1997). The SHIRPA primary screen has been used for high
throughput analysis in a large-scale mouse mutagenesis project.
Full details of the experimental procedures can be found on the
web site for the mouse mutagenesis consortium partners: , http:/
www.mgc.har.mrc.ac.uk/. In this study, the protocol was used for
analysis of neurological dysfunction. Assessment of each animal
began with observation of undisturbed behavior in a cylindrical
clear Perspex viewing jar (15-cm height, 11-cm diameter) for wild
running or stereotypy. The mice were then transferred to an arena
(56 x 34 cm) for observation of motor behavior and sensorial
function. Animals underwent screening exams for visual acuity,
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vibrissae, corneal, and pinna responses to an approaching cotton
swab, auditory (Preyer reflex), and vestibular function (contact
righting reflex and negative geotaxis), grip strength, and body
tone. In the last part of the test, changes in excitability, aggres-
sion, general fear, vocalization and salivation, and piloerection
(for analysis of autonomic function) were recorded. In the touch
escape test, the response of the animal to a finger stroke from
above was recorded and scored as follows: 0 = no response; 1 =
mild (escape response to firm stroke); 2 = moderate (rapid
response to light stroke); and 3 = vigorous (escape response to
approach). A cohort of 23 mice was tested at 12 months of age
and the effect of genotype was evaluated on 21 separate behav-
ioral measurements recorded as part of the SHIRPA primary
screen.

Paw print test

To examine the step patterns of the hind limbs during forward
locomotion, mice were required to traverse a straight, narrow
tunnel. These experiments, designed to evaluate the walking
pattern of the mice, were adapted from previously published work
(Costa et al., 1999). The hind paws of the mice were coated with
black nontoxic waterproof ink. Animals were then placed at one
end of a long and narrow tunnel (10 X 10 X 70 cm), which they
spontaneously enter and partially or totally transverse. A clean
sheet of white paper (35.5 cm long) was placed on the floor of the
tunnel to record the paw prints. Footprints made at the beginning
and at the end, when the animal was initiating and finishing
movement, were excluded from the analysis. The use of a tunnel
that was longer than the recording paper has proven to be a
necessary measure to avoid artefacts generated by strain differ-
ences not directly related to alterations in motor function. This
task was repeated at least three times to obtain clear and visible
footprints in 20 cm of sheet. Footprint patterns were analyzed for
a minimum of five step cycles for each trial. A complete step
cycle was defined as the distance from one pair of hind limb
prints to the next. Three parameters were registered as follows: (1)
stride length, measured as the average distance of forward
locomotion between each stride; (2) hind-base width, measured
as the average distance between left and right hind footprints; and
(3) outward rotation angle, measured in relation to the vertical
axis.

Rotating rod test

The performance of mice was tested in the rotarod, a task that
evaluates motor coordination and balance. The ability of each
mouse to maintain balance on a rotating rod (5 cm diameter and 10
cm long) with a plastic dowel surface was assessed with a
commercially available rotarod apparatus (Rotarod LE8500, Pan-
lab SA, Barcelona, Spain). The equipment consisted of a rotating
spindle that is able to maintain a fixed rotational speed (FRS) of 7,
10, 14, 19, 24, or 34 rpm and starting at 4 rpm to accelerate at a
constant rate to 40 rpm over a 5-min period. The apparatus is
provided with magnetic plates to detect when a mouse has fallen
off the rod. Mice were placed on the middle of the rotating rod, its
body axis being perpendicular to the rotation axis, and its head
against the direction of rotation. All animals were tested for
acquisitions and maintenance of rotarod performance. The exper-
imental design consisted of two consecutive acquisition trials
(Session 1) in which the number of trials required to learn to

remain on the rod at the minimum speed (4 rpm) was recorded.
After the mice passed one criterion test, a second session (Day 2)
was performed in which two different tasks were performed: (a)
motor coordination and balance were assessed by measuring the
latency to fall off the rod in consecutive trials with increasing fixed
rotational speeds (FRS 7, 10, 14, 19, 24, and 34 rpm), and the
animals were allowed to stay on the rod for a maximum period of 5
min per trial and a resting period of 15 min was left between trials;
and (b) for the accelerating rod test, the rotation speed was
increased during a single session of 1 min from 4 to 40 rpm. For
each trial, the elapsed time until the mouse fell off the rod was
recorded.

Treadmill performance

The treadmill (Panlab SA) consisted of a belt (50 cm long and
20 cm wide) varying in terms of speed (5 to 150 cm/s) and slope
(0°—45°). At the end of the treadmill, an electrified grid was
placed on which foot shocks (0.4 mA) were administered when-
ever the mice felt off the belt. The mice were evaluated for six trials
on a single day session (intertrial interval on all trials: 30 min),
with a cut-off period of 1 min per trial. The order of presentation of
the different belt speeds and inclinations was identical for all mice.
In the first two trials, the belt speed was set at 5 cm/s and the
inclination at 5°. In the following trials, the inclination was
increased from 0° to 20° from the horizontal plane. The mice
were placed on the top of the already moving belt facing away
from the electrified grid and in the direction opposite to the
movement of the belt. Thus to avoid the foot shocks, the mice
had to locomote forward. Whenever an animal fell off the belt, foot
shocks were applied for a maximal duration of 1 s. After the
shocks, the mice were retrieved and placed back on the still
moving belt to facilitate the association between safety and the
belt.

Grip force recordings

The force exerted by the forelimbs was assessed with an
adapted version (Costa et al., 1999) of the procedure (Meyer et
al., 1979) to improve the reproducibility of the recordings. A force
transducer was used to measure the peak force exerted by a
mouse’s forelimbs as its grip was broken by the experimenter
pulling the mouse by the base of the tail away from the transducer.
In the first trial, mice were placed horizontally on the grille,
grasping it with the forelimbs, and the experimenter pulling the
tail towards himself. In the second trial, the grasping ring was set
up vertically instead of horizontally, which caused the animals to
grasp more consistently to it. Most of the “human component” of
the test was eliminated using a gravity-driven system to produce a
consistent 10 N downward force onto the animal’s tail. The
system was activated manually when the mouse held firmly to
the grasping ring of a digital push—pull strain gauge (Grip
Strength Meter, Bioseb). The mouse would then fall on a soft
cushion about 25 cm below the grasping ring. Each trial was
repeated twice.

Swimming test
These experiments were designed to reveal potential motor

differences between control and transgenic mice in a water tank.
The mice were placed to swim in the central zone of a circular
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water-filled tank (120 cm in diameter and 50 cm deep). Water
temperature was maintained at 24 + 2°C to reduce stress. Mice
were allowed to explore the tank for 5 min and monitored with a
computer-assisted video tracking system (SMART 3.11, Panlab
SA) that directly generated swim path tracks and calculated the
swimming speed, swimming distances, and time spent in prede-
termined zones of the pool. The Wintrack software package (Prof.
D Wolfer, Zurich, Switzerland) was applied to the swimming paths
obtained to analyze the second-to-second variations in swimming
speed and specific parameters revealing the locomotion patterning
and potential motor-related differences. The actual version Win-
track 2.4 (Wolfer et al., 2001) operates on paths consisting of time-

L™ L]
\‘_ f .‘
A N S
.ven men
i
C
vn
L1

L ——

tmnEss :
7~ o
L)
B . 'ntz L
tmn ntz
=4
".
F TG

CcC
1

stamped XY coordinate pairs, which can be acquired from the
tracking system. It allows the selection of 71 predefined parame-
ters, which can be applied to trial blocks, single trials, and time
windows within trials. Statistical analysis of the results was
performed with SPSS software. After the swimming session, the
mice were dried near a heating system. Extended analysis of
swimming paths consisted of plotting the second-to-second aver-
age values and avoiding regions of the plot where the speed fell
below 2 cm/s for more than 2 s (“floating behavior™). The second-
to-second variation in swimming speed in the two groups of
animals is a valuable way to assess their swimming skill. In
addition, we rejected the first and last 5 s of the trial to avoid
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Fig. 1. DYRKIA immunoreactivity in control (A—G) and TgDyrkla (H-N) mice. DYRK1A immunostaining is shown in the hindbrain (A—~D; H-K) and the
midbrain (E—~G; L—N). In control animals, strong Dyrk/la expression is found in the cerebellar cortex and most of the central motor nuclei. Notice a generalized
increase in DYRK 1A immunoreactivity in TgDyrkla. Insert in F shows a high magnification of a neuron in the trigeminal motor nucleus, where DYRKI1A is
concentrated in the soma and proximal neurites. Cc, cerebellar cortex; fn, facial nucleus; mn, medial cerebellar nucleus; ntz, nuclear trapezoid body; pag,
periaqueductal grey; tmn, trigeminal motor nucleus; ven, ventral cochlear nucleus; vn, vestibular nucleus.
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artefacts such as those due to individual differences in the initial
latency to start swimming.

Statistics

Simple comparisons between TgDyrkla and control mice in
various tasks were performed using the two-tailed unpaired
Student ¢ test with Welch’s or Mann—Withney’s correction to
account for the different variances in the populations being studied
(SPSS 8.0). To assess significant differences in both transgenic
lines, a one-way ANOVA with Bonferroni test for post hoc
analyses was performed. When no significant differences were
detected from transgenic mice of both lines, results were com-
bined. Possible relationships between different measurements were
quantified by calculating the Pearson correlation coefficient.
Performances on the rotarod were compared using repeated
measures ANOVA. Data were expressed as mean + SEM. In all
tests, a difference was considered to be significant if the obtained
probability value was P < 0.05.

Results
Dyrkla expression pattern in TgDyrkla

DYRKIA expression was strong in several areas of the adult
midbrain and hindbrain as previously reported (Marti et al., 2003).
Strong DYRKIA immunoreactivity was detected in the hindbrain
(Figs. 1A—G) mostly in the cerebellar cortex (Fig. 1A) and
functionally related structures, including the ventral cochlear
nucleus (Fig. 1B) and deep cerebellar nuclei (Figs. 1C and D).
Most of the central motor nuclei also display strong DYRKIA
immunostaining (Figs. 1A, E, and F). Distribution of overex-
pressed DYRKI1A was detected in equivalent areas in TgDyrkla
mice with a generalized increase in DYRKIA immunoreactivity
(Figs. 1H-N) that was especially prominent in the cerebellar
cortex.

General evaluation of neurological function

The comprehensive assessment following SHIRPA primary
screen did not reveal neurological dysfunctions in TgDyrkla mice.
No differences were detected between TgDyrkla and the control
littermates in the SHIRPA primary screen (Table 1), suggesting no
gross impairment in general neural function. The observational
assessment of behavior in basal conditions showed no changes in
excitability, fear, or aggressive behavior. However, TgDyrkla
presented significant differences in touch escape test, showing a
significantly weaker escape reaction (= 2.2, P < 0.05; Student’s ¢
test, Fig. 2).

Gait pattern

The paw print test revealed no significant differences between
TgDyrkla and control mice. TgDyrkla showed a similar walking
pattern than their control littermates over a 20-cm distance, with no
significant differences in stride length (= 0.311, P = 0.8; Student’s
t test), width (¢ = 0.657, P = 0.5), or the number of recorded prints
(t = 0.423, P = 0.7). The patterning of locomotion was assessed
measuring the left and right feet outward rotation angle. No
differences were detected in the outward rotation angle between

Table 1
SHIRPA primary behavioral assessment, grip strength, and paw print
performance in adult TgDyrk1A (rn = 10) and wild-type mice (n = 12)

Score (mean)

Wild type TgDyrkl1A
Sensorial function
Corneal reflex 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00
Toe pinch 1.50 = 0.21 1.55 £ 0.17
Pinna reflex 1.00 + 0.00 1.15 £ 0.17
Visual placing 1.67 £ 0.14 1.80 £ 0.13
Reach response 225+ 0.13 220 £ 0.13
Vestibular function
Curling reflex 0.00 £+ 0.00 0.05 £+ 0.05
Negative geotaxis 3.00 £ 0.00 3.00 £ 0.00
Autonomic function
Piloerection 0.08 £ 0.05 1.50 £ 0.07
Tail elevation 1.21 £ 0.07 1.25 £ 0.13
Startle response 1.29 = 0.16 1.30 £ 0.17
Salivation 0.00 £ 0.00 0.10 + 0.01
Neuropsychiatric function
Fear 0.00 £ 0.00 0.20 + 0.11
Irritability 0.04 £+ 0.04 0.10 £+ 0.06
Aggression 0.00 £+ 0.00 0.00 £+ 0.00
Grip strength
First trial 90.8 + 4.10 83.9 + 4.12
Second trial 22.4 +2.07 19.3 £ 1.09
Paw print
Number of prints 9.46 + 0.40 9.24 +£ 033
Stride length 3.79 £ 0.08 3.76 £ 0.07
Hind-base width 2.71 + 0.05 2.65 £ 0.08
Left foot angle 172 £ 1.11 18.8 £ 1.71
Right foot angle 19.6 + 0.88 219 £ 1.56

Data are expressed as mean + SEM.

both genotypes for either the right or the left foot (right foot: ¢ =
1.304, P = 0.209; left foot: ¢ = 0.801, P = 0.434).

Rotating rod test

The rotarod test was used as a paradigm that allows the
assessment of alterations in different motor-related tasks. Although
TgDyrkla mice could be efficiently trained to maintain balance in
the rotarod test, the acquisition of this skill was significantly
delayed since TgDyrkla needed a significantly longer training
period than control animals (3.85 vs. 2.15 trials, respectively; ¢ =
2.6, P<0.05; Student’s ¢ test) to learn the task at the minimum
rotational speed (Fig. 3A). Moreover, the latency to fall during the
first exposure to the rotarod, which is a measure of initial motor
skill, was significantly reduced in TgDyrk1a with respect to control
mice (1 = 2.46; P < 0.05) (Fig. 3B). No correlation was found
between performance in the first trial and activity in either
genotype (r = —0.120; P = 0.71; Pearson’s correlation test),
indicating that the result obtained was mainly due to impaired
motor coordination. Nevertheless, when TgDyrkla mice were
submitted to a more coordination-demanding task, where consec-
utive trials with increasing rotational speeds were administered, no
significant differences were observed on the latency to fall
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Fig. 2. Touch escape test in wild-type (n = 12, open bars) and TgDyrkla
mice (n = 10, filled bars). In this test, animals were touched on the back by
the experimenter’s finger and their behavior was scored as 0 = no response,
1 = escape response to firm stroke, 2 = rapid response to light stroke, and
3 escape response to approach. TgDyrkla mice showed a weaker escape
response with respect to their control littermates. Data are expressed as
means + SEM; *P < 0.05, Student’s 7 test.

[F(1,28) = 0.71; P = 0.4; repeated measures ANOVA] (Fig. 3C),
indicating that the motor coordination deficit was rapidly overcome
by training. Moreover, when mice were submitted to the acceler-
ating rod test, the performances were similar in both groups,
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Fig. 3. Performance in the rotarod test of wild-type (open bars, n = 10) and
TgDyrkla mice (filled bars, n = 13). (A) TgDyrkla mice showed
impairment in motor learning as reflected by the significantly longer
training period needed to maintain balance in the rotating rod at the
minimum rotational speed (4 rpm); (B) TgDyrkla showed less dwell time
in the rod than control mice during the first exposure. (C) TgDyrkla mice
(filled squares) did not present alterations in motor coordination when
submitted to consecutive trials with increasing rotational speeds (7, 10, 14,
24, and 34 rpm). Data are expressed as mean + SEM; *P < 0.05, Student’s
t test.

reaching analogous dwell times in the rotating rod (¢ = 0.3; P =
0.7; Student’s ¢ test).

Treadmill performance

TgDyrkla performed significantly worse than wild-type mice in
the treadmill task (Fig. 4). At 5° slope and minimum speed
(pretraining sessions), TgDyrkla mice received higher number of
shocks [ F(1,22) = 4.67, P = 0.04; repeated measures ANOVA) and
a longer cumulative period of shock [ F(1,22) = 5.97, P = 0.02;
repeated measures ANOVA] with respect to wild-type mice along
sessions. Impairment was already present in the training session
indicating that the acquisition of the skill was significant delayed in
TgDyrkla. When mice were submitted to consecutive trials at
increasing speed and 20° slope, a task that require a higher
coordination capacity, no differences were detected along sessions
in wild-type mice, while TgDyrkla mice presented a higher
cumulative duration of shock at different speeds (at 5 cm/s: P =
0.001; at 10 cm/s: P=10.015; at 20 cm/s: P=0.008; at 30 cm/s: P=
0.001; Mann—Whitney U test). At the highest coordination-de-
manding task (40 cm/s, 20° slope), no significant differences were
detected between both genotypes as showed the cumulated dura-
tion of shock (# = 1.28, P = 0.07; Student’s # test). On the other
hand, TgDyrk1a mice covered shorter distance than wild-type mice
along the sessions of the test [ (1,22) = 7.32, P = 0.02; repeated
measures ANOVA]. These results reveal a severe impairment in
motor coordination in TgDyrkla mice.

Neuromuscular strength

The applied neuromuscular strength of TgDyrkla mice was
analyzed in a horizontal and a vertical plane taking advantage of
the gravity force (10 N) to homogenize force conditions and avoid
the “human component.” No differences were detected in the
neuromuscular force applied by transgenic or control animals
either when mice were grasping while held by the tail by the
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Fig. 4. Performance in the treadmill test of wild-type (filled triangles, n =
10) and TgDyrkla mice (filled squares, n = 14). TgDyrkla showed a
delay in the acquisition of the skill reflect by a significant longer
cumulative duration of periods of shocks during pretraining sessions at 5°
slope (P1 = first session, P2 = second session). TgDyrkla presented
alterations in motor coordination when submitted to consecutive trials with
increasing speeds at 20° slope (S1 =5 cm/s, S2 =10 cm/s, S3 =20 cm/s, S4
=30 cm/s, S5 =40 cm/s). Data are expressed as mean + SEM; *P < 0.05,
*¥*P < 0.01, ¥**P < 0.005, Mann—Whitney U test.



138 M. Martinez de Lagran et al. / Neurobiology of Disease 15 (2004) 132—142

researcher (r = 1.187; P = 0.2; Student’s ¢ test) or when mice were
placed vertically in the grasping grill (+ = 1.339; P = 0.2).

Swimming pattern

Swimming test was designed to reveal potential motor differ-
ences between control and transgenic mice in a water tank (Costa
et al., 1999). Since our previous work (Altafaj et al., 2001)
showed no differences in basal activity but a tendency to hyper-
activity in more stressful conditions, the experiment was designed
to analyze activity of the mice in an inescapable stressful situation.
In this task, average basal motor activity is mainly related to
swimming speed but also to a larger proportion of time spent
moving. TgDyrkla and control mice showed similar swimming
speeds for the 5-min duration of the test suggesting that both
genotypes have a similar tendency to present fatigue in this task.
No correlation was found between speed and activity (time spent
moving) in either genotype (» = 0.055, P = 0.89; Pearson’s
correlation test). TgDyrkla and their respective control littermates
exhibited a similar active time defined as the percentage of time
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spent swimming with a linear trajectory (P = 0.2 Mann—Whitney
U test). On the other hand, TgDyrkla mice showed increases in
nonlinear activity (time spent swimming with a nonlinear trajec-
tory) under these stressful conditions when considering this erratic
motor activity. Thus, TgDyrkla mice performed significantly
more number of bursts (P = 0.02, Mann—Whitney U test) (Fig.
5A), each presenting a decreased average duration (P = 0.01,
Mann—Whitney U test) (Fig. 5B) and significantly higher number
of stops (periods of inactivity lasting between 1 and 5 s; P =
0.007, Mann—Whitney U test) (Fig. 5C). This indicates that
TgDyrkla mice, although being active during a similar period
of time, performed more stops and after stopping started to swim
faster than controls, thus showing a more disorganized and
irregular swimming pattern. Finally, the time of immobility
(cumulated duration of periods of inactivity lasting longer than
5 s and separated at least by 1 s of locomotion) in TgDyrkla mice
was decreased with respect to their control littermates, though not
significantly (P = 0.1, Mann—Whitney U test) (Fig. 5D) because
average duration of resting periods was significantly lower in
TgDyrkla mice (P = 0.02, Mann—Whitney U test) (Fig. 5E),
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Fig. 5. Swimming pattern of wild-type (n = 7, open bars) and TgDyrk1a mice (n =9, filled bars). Number of bursts (A), burst duration (B), and number of stops
(C) are shown. TgDyrk1a spent lower immobility time (D), defined as the accumulated duration of periods of inactivity lasting longer than 5 s and separated by
1 s of locomotion (E). Data are mean + SEM; *P < 0.05, **P <0.01, Student’s ¢ test.
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Fig. 6. (A) Representative swim paths of a control and a TgDyrkla mouse
illustrating that TgDyrkla swam more hazardously and irregularly than
control mice. (B) Distance swim in the central and peripheral zones of the
water tank. TgDyrk1la mice showed an increase in the distance swum in the
center of the water tank demonstrating a reduced thigmotaxis. Data are
expressed as mean = SEM; *P < 0.05, Student’s 7 test.

suggesting differences in behavioral despair in mildly stressful
conditions. The latency to visit the center field and the amount of
time spent in this zone was not correlated with any measure of
locomotor activity and can be interpreted as an indicator of
agoraphobia that is reduced in TgDyrkla mice (Fig. 6A). The
extended path analysis in the swimming test experiments can
help to differentiate mutation effects on specific anxiety and
exploratory behaviors from mere alterations of basal activity.
Thigmotaxis is a behavioral strategy commonly observed at early
stages of the swimming test that was dramatically reduced in
TgDyrkla mice, as demonstrated by the increase in the distance
swum in the center of the water tank with respect to control mice
(t = 0.557, P < 0.005, Student’s ¢ test) (Fig. 6B).

Discussion

Several observations have suggested that DYRKIA is a good
candidate gene to be involved in the motor phenotype of DS,
probably related to an aberrant development of the brain. We have
identified significant levels of motor dysfunction in TgDyrkla
mice, those tasks involving coordination, motor learning, and
organization of motor behavior being more severely affected. In
the absence of alterations in gait, spinal reflexes, or the production
of grip forces, TgDyrkla mice showed a significant impairment of

motor learning and mild hyperactivity with a disorganized swim-
ming pattern consistent with abnormal exploratory behavior.

The role of DYRK 1A in pathways controlling motor function is
supported by its expression pattern. DYRKIA expression has been
described at different development stages and in the adult in mice
(Becker et al., 1998; Guimera et al., 1996, 1999; Okui et al., 1999;
Song et al., 1996). However, only very recent studies (Marti et al.,
2003) have characterized in detail the endogenous distribution of
DYRKIA protein in the adult nervous system of mice, demon-
strating DYRK 1A expression in areas of the midbrain and hindbrain
related to the motor control. The strongest immunoreactivity was
detected in the cerebellar cortex and functionally related structures.
In the present study, a generalized increase of DYRK1A immuno-
reactivity was detected in TgDyrkla mice in the areas where
DYRKIA is found in wild-type mice, indicating that overexpres-
sion is affecting structures in which Dyrkla has a physiological
role. These data suggest that DYRKIA overexpression may have
consequences in the motor phenotypes of TgDyrk1a.

Previous work from our laboratory has shown two main motor
phenotypes in TgDyrkla mice: alteration of motor coordination in
the coat hanger test and mild hyperactivity in novelty-related
situations (Altafaj et al., 2001). These results suggest that motor
dysfunction in TgDyrkla may be related to different levels of
functional organization. The motor coordination deficits observed
could be related to a cerebellar dysfunction or to disruption of
stationary components of movement, such as muscle tone or
grasping, whereas hyperactivity may be dependent on functional
alteration at the cortical level.

The present work shows that TgDyrkla mice perform similarly
to controls in assessments of forelimb strength, postural skills,
balance, gait, and locomotion in basal conditions, thus suggesting
the integrity of these components of movement (Clark et al., 1997;
Watase et al., 1998). To get further insight in the specific motor
coordination abilities and motor learning in TgDyrk1a, we used the
rotarod and the treadmill tests. Performance of the rotarod task was
affected by overexpression of Dyrkla, but only during the first
exposure to the apparatus, as reflected by the significant reduction
in the latency to fall off the rod in TgDyrkla. This impairment in
initial motor skill was overcome with repeated training, probably
due to the development of compensatory strategies. The coordina-
tion deficit previously detected in the coat hanger test in TgDyrkla
was more severe than that observed in the present work (Altafaj et
al., 2001). However, it should be borne in mind that the coat
hanger test requires the integrity of grasping, and altered grasping
adjustment has been demonstrated in the prehensile reflex test in
TgDyrkla, a finding also reported in DS patients (Kearney and
Gentile, 2003; Latash et al., 2002). To get further insight in the
nature of the motor coordination deficit observed, we used the
treadmill paradigm that requires learning a complex sensorimotor
task. On the treadmill, large differences in motor coordination
emerged in TgDyrk1a. Control mice were far superior to transgenic
in the treadmill task. Whereas the control group only slightly
reduced their performance across sessions of increasing difficulty,
TgDyrkla mice significantly increased the time and number of
shocks received with trials. This lack of improvement indicates
impoverished motor function in a test where postural adjustments
must be made in response to an external stimulus. Moreover, this
result indicates that normal mice were able to maintain their
performances before falling by learning a complex sensorimotor
skill, walking forward in conjunction with increasing rotation
speed.
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In the rotarod experiments, cerebellar-mediated motor learning
was also significantly compromised as shown by the increase in
the number of training sessions necessary to acquisition of the
task shown by TgDyrkla. It has been proposed (Frith and Frith,
1974) that cerebellar dysfunction might be responsible for the
motor dysfunction seen in individuals with DS and in the
Chromosome 16 partial trisomic mouse model Ts65Dn (Galdzicki
and Siarey, 2003). More recent studies, using magnetic resonance
imaging (MRI)-based morphometry, have confirmed the finding
of smaller than average cerebellar volume in these patients
(Aylward et al., 1997; Raz et al., 1995). Ts65Dn mice show
smaller cerebellar volumes and a lower number of granule cells
(Baxter et al., 2000). However, this could not account for the
motor learning deficits observed in TgDyrkla since the cerebel-
lum is grossly normal with respect to size, cytoarchitecture, and
foliation in these mice. DYRKIA is expressed in physiological
conditions and overexpressed in TgDyrkla in Purkinje cells,
which provide the major cerebellar output and granule neurons
(see Fig. 1). Thus, it might be hypothesized that ultrastructural
relationships between both cell types of the cerebellum would be
altered by overexpression of DYRKIA that could abnormally
modulate the function of Purkinje cells in TgDyrkla with
functional consequences in motor learning and coordination.

Additional to the cerebellar dysfunction, other neurological
mechanisms have to be considered that may explain the genesis
of the complex motor phenotype in DS (Latash and Corcos,
1991; Shumway-Cook and Woollacott, 1985). Hyperactivity can
be interpreted as failure of inhibitory control or impulsiveness,
suggesting prefrontal cortex deficits, that are present in DS
persons, but studies on DS mouse models have not clarified
its molecular or structural dependence. Two animal models of
DS with segmental trisomy for all (Ts65Dn) or part (Ts1Cje) of
human Chromosome 21-homologous region of mouse Chromo-
some 16 have been reported to present changes in activity
levels. Ts65Dn mice are hyperactive, probably because of
deficits in inhibiting behavior (Coussons-Read and Crnic,
1996; Escorihuela et al., 1995). On the contrary, Ts1Cje mice
have been reported to be hypoactive due to reduced exploratory
activity. These results have led the authors infer that genes
involved in producing hyperactivity in the Ts65Dn mice could
be in the region between App and Sodl (Sago et al., 2000).
However, genes other than those in App—Sod! region may affect
activity. This might be the case of Dyrkla that has been
proposed as an important candidate gene to participate in the
physiological control of motor function and to explain hyperac-
tivity in DS but it is localized outside the App—Sodl region.
TgDyrkla presented a mild hyperactive phenotype that was only
observed in novelty-related situations but not in basal conditions
(Altafaj et al.,, 2001). Conversely, in YAC transgenic mice
containing Dyrkla, overexpression of this gene has been related
to normal levels of activity or even slight hypoactivity (Smith et
al.,, 1997). Finally, involvement of DYRKIA in the physiolog-
ical control of movement is supported by the fact that reduction
of Dyrkla expression in heterozygous Dyrkla mice leads to a
clear hypoactivity (Fotaki et al., 2002).

Besides the level of activity, the organization of motor
behavior is also importantly altered in DS. In the present
experiments, swimming test was designed to reveal potential
differences in the pattern of motor activity between control and
transgenic mice in a water tank. Commonly used parameters of
locomotor activity are influenced both by changes of speed and

by alterations of the temporal patterning of locomotion. In the
present experiments, swimming speeds were similar for the 10-
min duration of the test, suggesting that TgDyrkla mice pre-
sented no gross motor alterations that could interfere with the
performance of the task. In general terms, TgDyrkla mice
exhibited a tendency to present longer active time with respect
to control littermates, although the levels of hyperactivity were
mild and only related to the nonlinear activity. It should be
borne in mind that there is an age effect in DS-associated
hyperactivity so that hyperactivity is only present in rather
few individuals at about 3—5 years of age, while the animals
used in the present studies were quite old (12—14 months).
Thus, hyperactivity should more likely be considered as an
index of cortical dysfunction that would be a sign of impulsivity
or poor behavioral inhibition. This is also supported by the fact
that the pattern of activity was qualitatively different in
TgDyrkla mice that presented a more disorganized and irregular
swimming pattern.

Our previous work (Altafaj et al., 2001) showed that hyperac-
tivity was related to anxiety-dependent behaviors since it was only
detected in stressful or novelty-related experimental situations.
Confrontation of mice with novel objects or environments elicits
fear and avoidance responses on the one hand and approach and
exploratory behavior on the other (Coussons-Read and Crnic,
1996; Holtzman et al., 1996; Hyde and Crnic, 2001, 2002; Hyde
et al., 2001a,b; Reeves et al., 1995). Monitoring behavior in such a
conflict situation is often used to assess levels of anxiety. However,
the objective parameters measured depend on locomotion and are
therefore potentially biased by changes of basal motor activity. The
extended path analysis in swimming test experiments can help to
differentiate mutation effects on specific anxiety and exploratory
behaviors from mere alterations of basal activity. As an indicator of
the level of anxiety, we analyzed the amount of time spent in the
center and the amount of hesitation displayed while entering it.
Control mice showed decreasing levels of activity during the whole
test period along with an increased tendency to remain in the
margins of the pool, whereas TgDyrkla paths were characterized
by increased exploration into the center of the pool along sessions,
thus suggesting decreased anxiety-related behavior in TgDyrkla.
The issue of whether increased levels of exploration into the center
of the pool is due to decreased anxiety remains a matter of
interpretation, and may be an aversion to open spaces is a learned
response that the TgDyrkla mice have neither assimilated nor
remembered. Similar results were obtained previously in Ts65Dn
mice (Coussons-Read and Crnic, 1996) where a tendency to an
impulsive behavior was observed in the plus-maze. However, the
time of immobility (cumulated duration of periods of inactivity
lasting longer than 5 s and separated at least by 1 s of locomotion)
in TgDyrkla mice was decreased with respect to their control
littermates because average duration of resting periods was signif-
icant lower in transgenic mice, suggesting differences in behavioral
despair in stressful conditions.

The data presented here suggest that DYRKIA is a candidate
gene to explain the some of DS-associated phenotypes. We report
effects of Dyrkla overexpression on different levels of motor
function related to the expression pattern of the gene. Previous
studies have found motor alterations in other mouse models for DS
that are similar to those found in the present study. In fact the value
of this study lies on the finding of the possible genetic dependence
of the phenotypes observed in trisomic animals bearing in trisomy
the cluster of genes present in the distal part of Chromosome 16.
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Haploinsufficiency of DyrkIA in Mice Leads to Specific Alterations in the
Development and Regulation of Motor Activity
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DYRKIA is a protein kinase proposed to be involved in neurogenesis. Gene-targeting disruption of
DyrklA in mice leads to decreased body and brain size, with no severe disturbance of behavior. In this
study, the authors focused on the motor profile of Dyrk/A *" mice. These mice presented impairment of
neuromotor development with decreased activity, suggesting a physiological role of Dyrkl/A in the
maturation of the neuromotor system. In the adult, a marked hypoactivity and alteration of specific motor
parameters were detected. These results are in agreement with the significant expression of Dyrk/A in
structures related to motor function and support a role of Dyrk/A in the control of motor function.

DYRKIA is a protein kinase that has been identified in verte-
brates, including humans (Guimera et al., 1996; Shindoh et al.,
1996), rats (Kentrup et al., 1996), mice (Song et al., 1996), and
chickens (Hammerle et al., 2002), and in the invertebrates Dro-
sophila melanogaster (Tejedor et al., 1995) and, most recently,
Caenorhabditis elegans (Raich et al., 2003). Although the reports
about the in vitro biochemical partners and properties of DYRKIA
are increasing rapidly (Alvarez, Estivill, & de la Luna, 2003;
Becker & Joost, 1999; Campbell & Proud, 2002; Himpel et al.,
2000, 2001; Wiechmann et al., 2003), little is known about the
signal transduction pathway (or pathways) and the biological func-
tion of this kinase. The high levels of expression of DYRKIA
orthologues in the adult (Guimera et al., 1996; Marti et al., 2003)
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and developing nervous system (Hammerle et al., 2002; Okui et
al., 1999; Song et al., 1996) indicate an important role of this
protein in the development and function of this system. In partic-
ular, a detailed study of the immunohistochemical pattern of the
mouse orthologue in the adult brain has shown that DyrklA is
widely expressed throughout the neuropil, with expression being
abundant in areas of the midbrain and hindbrain related to motor
control, especially in the cerebellar cortex and functionally related
structures (Marti et al., 2003).

Initial evidence supporting the involvement of DYRKIA in
nervous system development came from flies mutant for the Dro-
sophila DyrklA homologue, minibrain (mnb). mnb flies exhibit a
decrease in the size of central brain hemispheres and optic lobes
that seems to result from abnormal neuroblast spacing in the outer
proliferation centers of larval brains, implicating mnb in postem-
bryonic neurogenesis. In addition, these flies present abnormal
behavior in tests that evaluate locomotor activity, visual acuity,
and olfactory learning (Tejedor et al., 1995). In humans, Dyrk/A
maps to Chromosome 21, and its overexpression is believed to
cause some of the neurological abnormalities observed in Down
syndrome patients, including the cognitive deficits (Guimera, Ca-
sas, Estivill, & Pritchard, 1999; Guimera et al., 1996). This as-
sumption is supported by the phenotype observed in transgenic
mouse models overexpressing DyrkIA, the TgYAC157Ftel (Smith
et al,, 1997) and the TgDyrk1A (Altafaj et al., 2001). Overexpres-
sion of DyrkIA in these models leads to a specific delay in the
acquisition of mature locomotor activity, whereas adult mice ex-
hibit hyperactive behavior (Altafaj et al,, 2001), impairment of
motor learning, and alteration of the organization of locomotor
behavior (Martinez de Lagrdn et al., 2004). Defects in the process-
ing of sensory information are also observed in C. elegans over-
expressing the homologous DyrkIA gene, termed mbk-1 (Raich et
al., 2003).

We have previously reported the generation of a knockout
mouse model with null levels of DYRKIA protein expression



T

816 FOTAKI ET AL.

(DyrkIA™"; Fotaki et al., 2002). These mice die during midgesta-
tion, indicating an essential role of DYRK!1A in embryonic devel-
opment. Mice heterozygous for the mutation (Dyrk/A™*") present
reduced viability and significant reduction in body size from birth
to adulthood. In addition, although the general cytoarchitecture
and the neural populations are maintained in Dyrk/A™" brains,
these mice exhibit a disproportionate decrease in the size of
midbrain and hindbrain regions. DyrkJA™*" mice show a delay in
neurodevelopment, and adults exhibit normal general behavior,
except for enhanced freezing and poorer reaction in the startle
response (Fotaki et al., 2002). The purpose of the present report
was to examine the motor behavior of DyrkJA™/ mice by using a
series of tests that evaluate neuromotor skills in preweaning and
adult mice. We detected specific motor deficits and poorer perfor-
mance in some motor tasks. The results are discussed in relation to
the functional implication of DYRKI1A.

Method

Subjects

Mice heterozygous for a DyrkiA null mutation (DyrkIA™") and control
litermates generated by crossings between DyrkIA™'* females and
DyrklA*" males in a CSTBL/6-129/0la mixed genetic background were
used. Mice were genotyped as previously described (Fotaki et al., 2002). In
brief, mice were genotyped by polymerase chain reaction (PCR) analysis of
tail genomic DNA. We conducted PCR reactions as previously described
(Fotaki et al., 2002), using the following combination of primers: neoT
(5'-ATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCC-3'); DyrklA-P1 (5'-CT-
TATGACAGAGTGGAGCAA-3'), and DyrklA-P2 (5'-CGTGATGAG-
CCCTTACCTATG-3'). Mice from the same litter and sex were housed in
the same cage and maintained in standard environmental conditions of
temperature (21 £ 2 °C), in a 12-hr light-dark (LD) cycle (lights on at
0600) with ad-lib access to food and water. For the sake of consistency,
each experiment was conducted by the same experimenter in the same
isolated room and at the same time of day. A period of 1 week elapsed
between each series of experiments. For the preweaning studies, both male
and female pups were analyzcd In the experiments in adult mice, cach
experi | group isted of a minimum of 7 adult male mice (57
months old) of the same genotype. All experimental protocols involving
the use of mice were performed in accordance with recommendations for
the proper care and use of laboratory animals and approved by the local
ethics committee.

Preweaning Motor Behavior

Neuromotor development was assessed on Postnatal Days 7, 10, and 14
(P7, P10, and P14) in DyrkIA*'* (n = 25) and DyrkIA™" (n = 11) mice
from eight different litters, We used the pivoting and walking as well as the
climbing and wire suspension tests to analyze craniocaudal neuromotor
maturation. Pivoting locomotion was evaluated on a flat surface covered
with a green paper, on which lines had been drawn to delineate four 90°
quadrants. The pivoting displacement of the pups was evaluated as the total
number of degrees in 2 completed 90° segment, during 60 s. In the walking
test, the latency of the mouse to lift up on all four legs and walk 2 distance
exceeding its body length was recorded. The climbing capacity of pups was
measured on a vertical grid (15 cm high). Scores ranged from 0 (when the
mouse fell off the grid) to 10 (when the mouse reached the top of the grid).
In the wire suspension test, mice were placed with their forelimbs on a thin
wooden stick (2 mm) elevated 40 cm above the floor. Latency to fall and
number of displacements (number of equal segments crossed) along the
stick were recorded. In addition, traction capacity was scored as 1 if mice
used one forelimb to hang from the stick, 2 if they used both forelimbs, 3

if they lifted up one hind limb, and 4 if they used all four limbs to hang
from the stick.

Paw-Print Test

This experiment, designed to evaluate the walking pattern of the adult
mice, was adapted from previously published work (Barlow et al., 1996).
The hind paws of the mice were coated with black nontoxic waterproof ink.
Mice were then placed at one end of a long, narrow tunnel (10 cm high X
10 em wide X 70 cm long), which they spontaneously entered and partially
or totally transversed. A clean sheet of white paper (35.5 cm long) was
placed on the floor of the tunnel to record the paw prints. Footprints made
at the beginning and at the end, when the mouse was initiating and
finishing movement, were excluded from the analysis. The use of a tunnel
that was longer than the recording paper has proven to be a necessary
measure to avoid artifacts generated by strain differences not directly
related to alterations in motor function. This task was repeated at least three
times in order to obtain clearly visible footprints in 20 cm of the sheet.
Footprint patterns were analyzed for a minimum of five step cycles for
each trial. A complete step cycle was defined as the distance from one pair
of hind-limb pnms to the next. Three parameters were registered: (a) stride
length, d as the ge di of forward locomotion belween
each stride; (b) hind-base width, d as the ge di
left and right hind footprints; and (c) outward rotation angle, measured in
relation to the vertical axis.

Open Field Test

Spontaneous activity of adult mice in a novel environment was evaluated
in an open field. The open field was a square white Plexiglas box (70 cm
long X 70 cm wide X 25 cm high) divided into 25 equal squares. Each
mouse was placed in the center of the apparatus, and mean speed, number
of squares crossed with four paws, distance traveled (in the center and the
periphery), rearing activity, grooming behavior, and defecations (number
of fecal boli) were scored during 5 min. The path of each mouse was
registered with a video camera connected to a video tracking system
(SMART 3.11, PANLAB, S.A., Barcelona, Spain). The test was conducted
during the light phase of the LD cycle (50 lux), and the Plexiglas box was
cleaned with ethanol after each trial to eliminate odors of previously tested
mice.

Balance and Motor Coordination of Adult Mice

Stationary beam. The capacity of mice to balance was evaluated in a
square static beam (50 cm long and 12 mm wide), elevated 40 cm, during
a period of 20 s. The mouse received a score of 0 if it fell before the 20-s
period, 1 if it remained in the center of the bar, 2 if it moved out of the
center but did not reach the ends, and 3 if it reached one of the ends.

Coat hanger. The coat-hanger test was used to evaluate forelimb
prehensile reflex, traction capacity, and motor coordination. The forelimb
prehensile reflex was evaluated and was scored as 0 if the mouse fell off
the hanger and 1 if it remained on the wire during a 5-s period. Traction
capacity was scored as 0 if the mouse did not lift its hind limbs, 1 if it lifted
one hind limb, 2 if it lifted both, and 3 if it reached one of the ends of the
coat hanger. After this initial evaluation, mice were placed in the middle of
the wire in an upside-down position. The latency before falling, time to
reach one of the ends of the hanger, and the activity performed on the wire
were measured in one trial over 60 s.

Rotarod test. Motor coordination and balance were further tested on &
rotarod. The ability of each mouse to maintain balance on a rotating plastic
rod (5 cm diameter and 10 ¢m long) was assessed with a commercially
available rotarod apparatus (Rota-rod LE8500; PANLAB SA, Barcelona,
Spain). The equipment consisted of a rotating spindle that is able 0
maintain a fixed rotational speed (FRS) and, starting at 4 rpm, to accelerate
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at a constant rate to 40 rpm over a S-min period. The apparatus is provided
with magnetic plates to detect when a mouse falls off the rod. Each mouse
was placed in the middle of the rotating rod with its body axis perpendic-
ular to the rotation axis and its head directed against the direction of
rotation. The dwell time on the rod was measured. The experimental design
consisted of two consecutive trials. During the first session (Day 1), mice
were trained to learn to walk on the rotarod, and the number of trials
required to learn to remain on the rod for a minimum of 3 min at the
minimum speed (4 rpm) was recorded. After the mice passed one criterion
test, a second session (Day 2) that included two different tasks was
performed. In the first trial, motor coordination and balance were assessed
by measuring the latency to fall off the rod in six consecutive trials at
increasing rotational speeds (FRS 4, 7, 10, 14, 24, and 34 rpm). The mice
were allowed to stay on the rod for a maximum of 5 min per trial, and were
allowed a resting period of 15 min between trials. For the second trial
(accelerating rod test), the rotation speed was increased from 4 to 40 rpm
during a single session of 1 min. For each trial, the elapsed time until the
mouse fell off the rod was recorded.

Grip-Force Recordings

The force exerted by the forelimbs was d with an adapted version
(Costa, Walsh & Davisson, 1999) of the original procedure (Meyer, Tilson,
Byrd, & Riley, 1979) to improve the reproducibility of the recordings. A
force transducer was used to measure the peak force exerted by the
forelimbs of the mouse as its grip was broken by the experimenter pulling
the mouse away from the transducer by the base of the tail. In the first trial,
a mouse was placed horizontally on the grille, grasping it with its fore-
limbs, and the experimenter pulled the mouse’s tail toward him. In the
second trial, the grasping ring was set up vertically instead of horizontally,
which caused the mouse to grasp more consistently to it. Most of the
“human component” of the test was climinated by using a gravity-driven
system to produce a consistent 10 N downward force onto the mouse's tail.
The system was activated manually when the mouse held firmly to the
grasping ring of a digital push-pull strain gauge (Grip Strength Meter;
BIOSEB, Chaville, France). The mouse would then fall on a soft cushion
about 25 cm below the grasping ring. Each trial was repeated twice, and the
data were given as the mean (= SEM) of both values,

Data Analysis

.

P ic data are reported as means (£ SEM), and nonparametric data
are reported as medians (* semi-interquartile range). When no differences
by sexes were di d by two-way analysis of variance (ANOVA),
the data were collapsed across sex. Simple comparisons between
DyrkIA™" and control mice in various tasks were performed with one-way
ANOVA to account for the different variances in the populations studied,
Performances on the rotarod were compared by means of repeated mea-
sures ANOVA. Nonparametric data were analyzed with the Mann-
Whitney U test. Possible relationships between different measurements
were quantified by calculating the Pearson correlation coefficient. Signif-
icance levels were set at p < .05. The statistical analysis was performed
with SPSS software (SPSS for Windows, Version 8.0; SPSS, Chicago, IL).

Results
Neuromotor Development of DyrkIA*" Mice

Two-way ANOVA found no significant effect of sex for any
behavioral measure, and therefore, data were collapsed across sex.
Pivoting activity and acquisition of gait were assessed at P7,
P10, and P14. The pivoting activity of Dyrk/A*/ mice and control
mice changed along sessions in a significant manner, as revealed
by repeated measures ANOVA, F(2, 58) = 10.527, p < .01, with

no interaction between session and genotype, F(1, 58) = .283,
p = .75. One-way ANOVA on Session 1 (P7) revealed a signifi-
cant reduction in the number of pivots performed by Dyrk/A*"
compared with controls, F(1, 36) = 3,981, p < .05 (see Figure
1A). In the walking test, Jatency was significantly reduced along
sessions, F(2, 56) = 9.236, p < .01, with no Genotype X Session
interaction (Figure 1B). The climbing activity, assessed at P10 and
P14, showed a significant session effect, F(1, 35) = 77.949, p<
(01, and genotype effect, F(1,35) = 259.138, p < .01. Subsequent
one-way ANOVA revealed lower climbing activity in Dyrk/A™**
mice at P10, F(1, 36) = 3.839, p = .06, and a significant differ-
ence at P14, F(1, 36) = 14.916, p < .01 (Figure 1C). On the wire
suspension test at P10, DyrkIA*" mice presented no differences
with wild-type mice in the latency to fall or the traction capacity.
Similarly, at P14, even though both latency to fall and traction
scores were lower in DyrkIA™" mice, the effects did not reach
statistical significance (Figures 1D and 1E). Similarly, no differ-
ences were observed in the number of displacements in Dyrk/A ™"
mice (Figure 1F).

Paw-Print Test

The walking pattern was examined in DyrkJA*" adult male
mice by means of the paw-print test. Dyrk/A™" mice showed a
significant increase in the number of steps over a 20-cm distance:
one-way ANOVA, F(1, 13) = 13.089, p < .01 (Figure 2A), with
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Figure 1. Neuromotor development. A: Pivoting activity: B: walking
activity; C: climbing activity; and (D-F) wire suspension test. D: latency to
fall from the wire; E: number of tractions; and F: number of displacements.
Data are means (= SEM). In Panel E, data are medians (+ interquartile
range). DyrklA*"*, n = 25; DyrkIA*", n = 11. P = postnatal day. *p <
05, #** p < .001.
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Figure 2, Paw-print test. A: Paw prints of Dyrk/A*'* and DyrkIA*"
adult male mice over a distance of 20 cm. The number of prints of mutant
mice is significantly i d compared with c: Is. B: Mean (£ SEM)
distance between each step. DyrkIA™"*, n = T; DyrkIA*",n=7.**p <
0L

a subsequent decrease in the stride length, F(1, 13) = 9.087, p <
.01 (Figure 2B), but not in the width of the step, F(1, 13) = 0.329,
p = .58. The pattern of locomotion was assessed by measuring the
outward rotation angle, but no differences were detected between
genotypes, F(1, 13) = 0.254, p = .62. No correlation was observed
between body weight and number of steps.

Behavior in the Open Field

The activity of adult male mice was further evaluated in the
open field during the light phase of the LD cycle (0600-0900).
Different parameters evaluated in this task revealed hypoactive
behavior for DyrkIA™" mice. The mean speed of DyrkIA*" mice
was significantly lower as compared with controls, (1, 15) =
54.342, p < .01 (see Figure 3A). As a consequence, DyrkIA™"
mice traveled a shorter distance than controls during the 5-min
session, F(1, 15) = 43.741, p < .01 (Figure 3B). In addition, they
presented a significant decrease in the number of central, F(1,
15) = 46.725, p < .01, and peripheral, F(1, 15) = 55.242, p < .01
(Figure 3C) square crossings. Rearing activity was also signifi-
cantly reduced in Dyrk/A™*" mice, F(1, 15) = 57.653,p < .01.In
contrast, no differences were observed in the number of grooming
activities and defecations (Figure 3D).

General Balance and Motor Coordination

Stationary beam test and coat-hanger test. TIn the stationary
beam test, DyrkIA*/ mice reached a score similar to that of
wild-type littermates (p = .93, Mann-Whitney U test). In the
coat-hanger test, DyrkIA*" mice scored similar to controls for the
prehensile reflex and traction capacity (see Figure 4A). However,
DyrkIA™" mice presented a significantly lower latency to fall
compared with controls: one-way ANOVA, F(1, 34) = 8.210,p <
.01. A nonsignificant tendency toward a decrease was found in the
time to arrive at the end of the hanger, F(1, 34) = 0.522, p = .48
(Figure 4B), as well as the number of crossings along the wire.

Locomotor behavior in the rotarod task. During the first day
of the task, assessment of motor learning at the minimum rota-
tional speed (4 rpm) was similar in control and DyrkIA*" mice.
We did not observe interaction between trial and genotype:
MANOVA, (1, 37) = 0.303, p = .59, nor any significant differ-
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Figure 3. Behavioral analysis of adult male mice in the open field. A:
Mean walking speed. B: Total distance traveled. C: Number of peripheral,
central, and total square crossings. D: Number of rearings, groomings, and
defecations. Data are means (= SEM). DyrklIA*'*, n = 7, DyrklA*", n =
7. #%% p < 001,

ence in the number of trials necessary to learn the task. Both
DyrkIA™" mice and their control counterparts reached asymptotic
motor learning during the fifth trial of the task. During the second
session (Day 2), DyrkIA*" mice exhibited slightly better perfor-
mance than controls in both fixed rotating speed and accelerating
rod sessions. The latencies to fall of both groups decreased as
rotational speeds increased, but there was neither a significant
interaction between session and genotype: MANOVA, F(1, 37) =
1.064, p = .31, nor a genotype effect on this parameter (see Figure
5). In the accelerating rod task, both groups showed similar laten-
cies to fall (data not shown).
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Figure 4. Behavioral analysis in the coat-hanger test. A: The prehensile
reflex and traction numbers were assessed during a period of 5 s. Data are
medians (* interquartile ranges). B: The latency before falling and the time
to arrive at one of the ends of the hanger were evaluated during a period of
60 s. Data are means (+ SEM). DyrkIA™'*, n = 23; DyrkIA*", n = 12.
**p < 0L



MOTOR DYSFUNCTION IN DyrkJA*" MICE 819

250 - DDﬁ’k‘lA"’
O Dyrk1A *
_. 200 A
=
]
£ 150 -
e
o)
§ 100
5
50 -
0 T T T T T Al
4 7 10 14 24 34
Speed (rpm)

Figure 5. Evaluation of performance on the rotarod during consecutive
trials with increasing rotational speeds. Data are the means (£ SEM) of two
independent sessions. DyrkIA™'*, n = 22; DyrkIA*", n = 17. rpm =
revolutions per minute,

Grip Strength

DyrkIA*" mice showed a significant reduction in vertical force
compared with controls: one-way ANOVA, F(1,41) = 4.718,p =
.04, but no differences in horizontal force compared with controls,
F(1, 41) = 1.684, p = .20 (see Figure 6). Pearson’s correlation
indicated no correlation between body weight and force reaction
(control male: r = .459, p = .10; control female: r = .306, p =
42; DyrkIA™" male: r = —.027, p = .94; DyrklA*" female: r =
203, p = .66).

Discussion

We have previously reported the generation and general char-
acterization of DyrkIA™" mice. These mice, carrying one targeted
allele of the DyrkIA gene, although smaller than their wild-type
littermates and with prominent reduction in some parts of the
brain, are fertile and healthy, and appear normal on inspection.
DyrkIA™*" mice present some developmental delays, with no se-
vere neurological or behavioral alterations in adulthood (Fotaki et
al., 2002).

Several observations have suggested that DYRKI1A is involved
in the control of motor function. DYRKIA is expressed in brain
areas controlling motor function, such as the cerebellum and
functionally related structures, most brainstem motor nuclei, and
spinal cord (Marti et al., 2003). On the other hand, overexpression
of DYRKIA in mice leads to specific motor dysfunction charac-
terized by an impairment of motor learning and alteration of the
organization of locomotor behavior (Martinez de Lagrén et al.,
2004). Here we demonstrate that mice carrying one targeted allele
of the DyrkIA gene show specific alterations in their motor phe-
notype, both in the preweaning period and in adulthood.

Behavioral testing commenced during the 2nd postnatal week.
In this particular period, critical processes that determine the
maturation of the nervous system, such as gliogenesis, myelina-
tion, and synaptogenesis, are actively taking place in the mouse
brain, and the development of the cerebellum is almost completed.
DYRKIA is present in high levels in the rat brain during this
period (Okui et al., 1999). The majority of the tests performed
throughout this period revealed subtle alterations in DyrkIA*"

mice. However, the only significant differences were observed in
pivoting response and climbing activity. The pivoting response
consists of an immature pattern of locomotion that in normal mice
appears at P7, increases gradually as craniocaudal maturation
progresses, and finally disappears at P14 when walking activity is
established (Dierssen et al., 2002). Although DyrkIA*" mice
presented this normal maturation pattern, they showed a significant
decrease in the number of pivots at P10. At P14, no differences
were found, but this result is most probably due to the age-related
reduction in pivoting activity in control mice. Besides, although
the number of pivots was significantly reduced at P14 with respect
to previous stages, the walking activity still had not been properly
established in Dyrk/A ™" mice, as reflected by the higher latency to
initiate walking, thus suggesting a delay in the maturation of
nervous system domains involved in motor function. However, we
cannot discard a possible influence of hypoactivity in this test.
Also, this delay in maturation and/or hypoactivity might be re-
sponsible for the reduced climbing ability of DyrkIA*" mice,
because climbing is a complex task that depends on the maturation
of walking activity, balance, motor coordination, prehensile reflex,
and the muscular force of the animal. In our previous work, we
showed that overexpression of Dyrk/A in transgenic mice leads to
a persistence of the pivoting response, a delay in the maturation of
gait, and poorer performance in the wire suspension test (Altafaj et
al., 2001). Although in some aspects of performance, such as the
wire suspension test, the profiles obtained by over- and underex-
pression of Dyrk]A differ, probably because adequate performance
depends on a complex neurological circuit. In contrast, the effects
of over- and underexpression on levels of activity or rostrocaudal
maturation are different, suggesting a clear gene-dosage effect.
The current results provide further evidence of a physiological role
of the DYRKIA kinase in the maturation of the neuromotor
system and imply a gene-dosage effect in determining this process.

The locomotor activity, motor coordination, and muscular
strength of DyrkIA™" mice were further examined in adulthood.
The paw-print test showed a significant decrease in the step
distance of Dyrk/A™" mice that cannot be attributed to weight
reduction, indicating that the Dyrk/A mutation produces a gait
disturbance. Complex movements such as locomotion require that
muscles contract and relax in a complex repetitive pattern gener-
ated by specific central neuronal networks.

The open field was used to evaluate the locomotor activity of the
mice in a novel environment. In this test, there is an influence of
emotionality that was reduced by performing the task under dimly
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Figure 6. Grip strength test. Data are means (£ SEM). DyrklIA™'*, n =
25; DyrklA™", n = 17, * p < .05.
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lit conditions. There was a significant decrease in activity, as
shown by reduction of average speed, total distance traveled, and
number of square crossings. Moreover, there was also a reduction
in vertical activity, indicating that the dose reduction of DYRKIA
produces severe hypoactive behavior. Whether the reduced activity
of the mutant mice could be attributed, at least partially, to the
change in gait pattern remains to be determined. It is worth
mentioning that mutant flies with reduced protein levels of mnb,
the DyrkIA orthologue in Drosophila, present low activity and
reduced flight speed (Tejedor et al., 1995). Thus, it seems that the
effects of the dose reduction of DYRKIA in two distantly related
organisms such as the mouse and fly produce similar effects in
motor activity. Overexpression of DYRKIA in mice seems to
produce variable phenotypic results. TgDyrklA mice present a
mild hyperactive phenotype that is observed in novelty-related
situations, but not in basal conditions (Altafaj et al., 2001), whereas
YAC transgenic mice containing DYRKJA (TgYAC157Ftel) show
normal levels of activity or even slight hypoactivity (Smith et al.,
1997). The involvement of DYRKIA in the physiological control
of movement is supported by the fact that DYRKIA is expressed
in brain regions involved in motor function, such as the granular
layer of the cerebellar cortex, the cerebellar nuclei, several central
motor nuclei of the medulla and the pons, and the gray matter of
the spinal cord (Marti et al., 2003). Taken together, these results
suggest a relationship between DyrkJ/A expression and basal motor
activity.

Balance and motor coordination, assessed in a static beam, and
motor learning, assessed in a rotating rod, were not altered in
DyrklIA*" mice, thus suggesting that motor coordination and
learning are not affected by the haploinsufficiency of DyrkIA. In
contrast, in the coat-hanger task, mutant mice presented a signif-
icant reduction in the latency to fall off the hanger, whereas their
performance in tasks that require motor coordination (number of
tractions and crossings and the latency to arrive at the end of the
wire), although lower than that of controls, was not significantly
impaired. The coat-hanger test differs from the standard beam tests
in requiring greater muscular strength, because the mice are sus-
pended upside-down from a horizontally positioned string. A one-
way ANOVA revealed a slight but significant genotype effect of
the vertical force of DyrkIA™*" mice in the grip-force task. Thus,
a reduction in muscle force may account, at least in part, for the
reduced falling latency of the Dyrk/A™*" mice, but impairment in
the maintenance of muscle tone could also contribute to the ob-
served effect.

During this study, certain defects, such as hypoactivity and
motor coordination deficits, were observed in both preweaning and
adult DyrkIA ™" mice, suggesting on one hand that they could both
be functional consequences of a developmental defect. On the
other hand, the persistence of particular behavioral deficits may
not only be the result of noncompensated developmental distur-
bances, but might also reflect a functional role of DyrklA in the
adult nervous system.

In the present study, we have characterized the motor deficits
displayed by DyrkIA™" mice and have shown differences in early
neuromotor development that persist into adulthood. We have not
yet been able to correlate these deficits with concrete histological
alterations of the DyrkIA™" nervous system. DyrkIA™*" mice
present a prominent size decrease in the midbrain and hindbrain. In
»articular, structures such as the superior colliculi present a severe

decrease in size that seems to be due to a reduction in cell numbers
(Fotaki et al., 2002). The brain reduction of the DyrkIA*"* mice
might also affect other neural populations or neural circuits that
support the domains that regulate motor function and muscle tone,
Although this possibility should be examined further, the present
findings show that correct neuromotor function in mice is affected
by the DYRKIA dose reduction and provide additional evidence
about an important physiological role of this kinase in the nervous
system.
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DYRKIA, dual-specificity tyrosine-regulated kinase 1A, maps to
human chromosome 21 within the Down syndrome (DS) critical region.
Dyrkl phosphorylates the human microtubule-associated protein tau
at Thr*'? in vitro, a residue that is phosphorylated in fetal fau and
hyper-phosphorylated in Alzheimer disease (AD) and tauopathies,
including Pick disease (PiD). Furthermore, phosphorylation of Thr?"?
primes tau for phosphorylation by glycogen synthase kinase 3 (GSK-3).
The present study examines Dyrk1A in the cerebral cortex of sporadic
AD, adult DS with associated AD, and PiD. Increased DyrklA
immunoreactivity has been found in the cytoplasm and nuclei of
scattered neurons of the neocortex, entorhinal cortex, and hippo-
campus in AD, DS, and PiD. DyrklA is found in sarkosyl-insoluble
fractions which are enriched in phosphorylated fau in AD brains, thus
suggesting a possible association of Dyrk1A with neurofibrillary tangle
pathology. Yet, no clear relationship has been observed between fau
phosphorylation at Thr*'2, and GSK-3 and Dyrkl1A expression in
diseased brains. Transgenic mice bearing a triple 7au mutation (G272V,
P301L, and R406W) and expressing hyper-phosphoyrylated fau in
neurons of the entorhinal cortex, hippocampus, and cerebral neocortex
show increased expression of Dyrk1A in individual neurons in the same
regions. However, transgenic mice over-expressing DyrklA do not
show increased phosphorylation of fau at Thr?'2, thus suggesting that
Dyrk1A over-expression does not trigger per se hyper-phosphorylation
of tau at Thr*'? in vivo. The present observations indicate modifica-
tions in the expression of constitutive DyrklA in the cytoplasm and
nuclei of neurons in various neurodegenerative diseases associated with
tau phosphorylation.
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Introduction

The Drosophila minibrain (mnb/dyrkIA) gene encodes a
serine/threonine protein kinase that is required in neuroblast
proliferation during post-embryonic neurogenesis (Tejedor et al.,
1995). The mammalian homologues (DYRKIA: dual-specificity
tyrosine-regulated kinase 1) map to human chromosome 21 within
the Down syndrome (DS) critical region (Guimera et al., 1996;
Shindoh et al., 1996; Song et al., 1996) and to chromosome 16 in
mice (Song et al., 1997). Experimental evidence supports the
involvement of MNB/DyrklA in several neuropathologies and
cognitive deficits of Down syndrome (Chen and Antonarakis,
1997; Hammerle et al., 2003a,b; Altafaj et al., 2001; Martinez de
Lagran et al.,, 2004). Furthermore, MNBH/DyrklA is over-
expressed in Down syndrome brains (Guimera et al., 1999).

Mnb/Dyrk1A is highly expressed in brain and heart during
development (Okui et al., 1999). It has been proposed that Dyrk1A
participates in brain development. Yang et al. (2001) showed that
over-expression of a kinase-deficient DYRKI/A attenuates the
neurite outgrowth induced by a neurogenic factor in immortalized
hippocampal cells. In addition, the expression pattern of DyrklA
mRNA and protein at early embryonic ages in mice suggests that it
participates in the transition of neuroepithelial cells from prolifer-
ating to neurogenic divisions (Hammerle et al., 2002). A second
wave of Mnb expression occurs at late development at the time of
dendritic tree differentiation, and is initiated by a transient
translocation of MNB/Dyrk1A from the cytoplasm to the nucleus
(Hammerle et al., 2003a,b). DyrkiA also regulates the development
of dendritic trees of neurons (Hammerle et al., 2003a,b), an effect
that may depend on the modulation of vesicle trafficking which is
dependent on Dynamin (DYN1), a GTPase putative substrate of
DYRKIA, that plays a fundamental role in synaptic vesicle
recycling, clathrin-mediated endocytosis, intracellular membrane
trafficking (see Torre et al., 1994 for a review) and neurite
outgrowth (Chen-Hwang et al., 2002). Furthermore, Dyrk1 A (+/—)
mice show decreased brain size, changes in neuron density in some
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brain regions and decreased number of neurons in the superior
colliculus in (Fotaki et al., 2002) along with a reduction in the size
of the basal dendritic tree and the number of dendritic spines in
cortical pyramidal cells (Benavides et al., in press). Furthermore,
over-expression of full-length cDNA of Dyrk1A results in delayed
cranio-caudal maturation and impairment in cognitive flexibility
and spatial learning, specifically related to reference memory,
together with altered motor development and hyperactivity (Altafaj
et al., 2001; Martinez de Lagran et al., 2004).

In addition to the developing brain, Dyrkl1A is expressed in
selected regions of the cerebrum, cerebellum, and brain stem in the
adult rat central nervous system (Marti et al., 2003). Moreover,
subcellular studies in primary cultures of the cerebellum have
shown the presence of DyrklA in the nucleus and cytoplasm of
neurons and astrocytes, and in both the nuclear and cytoplasm-
enriched fractions in whole adult brain homogenates (Marti et al.,
2003). Mnb/Dyrk1A is also expressed in the developing and adult
human brain in both cell nucleus and cytoplasm of neurons (Wegiel
et al., 2004). However, little is known about the function of
Dyrk1A in the adult brain.

DyrklA has been reported to phosphorylate a myriad of
substrates both located in the nuclear and cytoplasmic compart-
ments, thus suggesting that the subcellular localization of the
protein may determine its functional role in the cell. Of interest to
human neurodegenerative pathology, Dyrkl phosphorylates pro-
tein-synthesis initiation factor eIF2Bepsilon at Ser>®, and permits
phosphorylation of Ser**® by glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)
(Woods et al., 2001a,b). Dyrkl also phosphorylates the human
microtubule-associated protein fau at Thr*'? in vitro, a residue that
is phosphorylated in fetal fau and hyperphosphorylated in
Alzheimer disease (AD) and tauopathies (Woods et al., 2001a,b).
Furthermore, phosphorylation of Thr?'? primes fau for phosphor-
ylation by GSK-3 at Ser”® in vitro, suggesting a general role for
Dyrkl in fau phosphorylation (Woods et al., 2001a,b).

Alzheimer disease (AD) is characterized by Ap amyloid
plaques (senile plaques) which are mainly derived from the
abnormal cleavage of the amyloid precursor protein (APP) and
by the accumulation of hyper-phosphorylated tau in neurofibrillary
tangles, neuropil threads, and aberrant neurites surrounding
amyloid plaques (Duyckaerts and Dickson, 2003). Tauopathies
(including Pick’s disease: PiD) are characterized by distinct
accumulation of hyper-phosphorylaed tau in neurons and glial
cells (Bergeron et al.,, 2003; Dickson, 1999). Since hyper-
phosphorylation of fau in AD and tauopathies is dependent on
the action of several kinases and phosphatases, and distinct active
kinases are expressed in association with phospho-tau deposits in
neurons and glial cells in these diseases (Avila et al., 2004; Buée et
al., 2000; Ferrer et al., 2005; Lee et al., 2001), it would be
interesting to explore whether Dyrk1A is also expressed in relation
with phospho-tau deposits in AD and tauopathies. Moreover,
adults with Down syndrome invariably develop AD at ages that are
not usual in sporadic AD (Kemper, 1991). Although intraneuronal
Ap-amyloid precedes development of AR-amyloid plaques and fau
pathology in Down syndrome (Gyure et al., 2001), whether or not
Dyrkl1A is a contributory factor of fau hyper-phosphorylation and
to AD pathology in Down syndrome is not known.

The present study examines the expression levels of DyrklA,
by gel electrophoresis and Western blotting, in the cerebral cortex
of sporadic AD, and DLBp, DLBc compared with age-matched
controls. DyrklA immunohistochemistry was carried out in the
brains of cases with Down syndrome with associated AD, sporadic

AD, DLB, PiD, and other unrelated neurodegenerative disorders.
Subcellular localization of Dyrk1A was also examined in sarkosyl-
insoluble fractions enriched in paired helical filaments in AD cases.
Finally, adult triple fau transgenic mice over-expressing hyper-
phosphorylated fau were examined for DyrklA immunohisto-
chemistry, and DyrklA transgenic mice were used to examine
phospho-fau Thr?'? expression.

Materials and methods
Brain samples and general procedures

The brains of five cases with AD stages I-1IA and four with
AD stage VC of Braak and Braak (1999), three with PiD, and five
of age-matched controls, were obtained at autopsy, following
informed consent of the patients or their relatives and the approval
of the local ethics committee. Both genders were represented
equally; age range was between 60 and 89 years, and the time
between death and tissue processing was between 1 and 7 h. Half
of the brain was immediately cut on coronal sections, 1 cm thick,
frozen on dry ice and stored at —80°C until use. In addition,
samples 2 mm thick of the cerebral isocortex, cingulum, hippo-
campus and entorhinal cortex, and brain stem were fixed with 4%
paraformaldehyde for 24 h, cryoprotected with 30% saccharose,
frozen on dry ice and stored at —80°C until use. The brains of two
cases with Down syndrome and associated AD stage VC (two men
aged 45 and 44 years) were examined for immunohistochemis-
try. For morphological examinations, the brains were fixed by
immersion in 10% buffered formalin for 2 or 3 weeks. The
neuropathological study was carried out on de-waxed 4-um-thick
paraffin sections of the frontal (area 8), primary motor, primary
sensory, parietal, temporal superior, temporal inferior, anterior
cingulated, anterior insular, and primary and associative visual
cortices; entorhinal cortex and hippocampus; caudate, putamen,
and pallidum; medial and posterior thalamus; subthalamus;
Meynert nucleus; amygdala; midbrain (two levels), pons and bulb;
and cerebellar cortex and dentate nucleus. The sections were
stained with hematoxylin and eosin and Kliiver Barrera, and for
immunohistochemistry to glial fibrillary acidic protein (rabbit
GFAP 1:250, Dako, Barcelona, Spain), CD68 (mouse 1:100, Dako)
for microglia, Ap-amyloid (AP4; 40, AP4; 42, Dr. Sarasa,
Zaragoza, Spain; rabbit 1:500 and 1:200, respectively), phospho-
rylation-specific tau Thr'®, Ser’®?, Ser?', Ser’®?, Ser’”® and
Ser*?? (rabbit 1:100, Calbiochem, Bionova, Madrid, Spain), and
aB-crystallin (Novocastra, Newcastle, UK), a-synuclein (rabbit
1:500, Chemicon, Holfheim, Germany) and ubiquitin (rabbit
1:200, Dako), following the streptavidin LSAB method (Dako).

Staging of AD was according to Braak and Braak (1999).
Stages of neurofibrillary pathology correspond to transentorhinal
(I-1I), limbic (III-1V), and neocortical (V and VI). Stages of
amyloid deposition refer to initial deposits in the basal neocortex
(stage A), deposits extended to the association areas of the
neocortex (stage B), and heavy deposition throughout the entire
cortex (stage C). Cases with PiD were classified following well-
established neuropathological criteria (Bergeron et al., 2003;
Dickson, 1999). The main clinical and neuropathological data in
the present series are summarized in Table 1.

Biochemical studies were carried out in frozen samples of the
frontal cortex (area 8) in AD cases, and controls. Control and
diseased brains were processed in parallel.
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Table 1
Summary of the main clinical and neuropathological findings of the cases in
the present series used for morphological and biochemical studies

Case Disease Gender Age Post-mortem
(vears) (h)
1 Control F 65 4
2 Control F 73 5
3 Control M 75 6
4 Control M 79 7
5 Control F 80 3
6 ADIIA F 73 4
7 ADIIA M 75 4
8 ADIIB M 78 7
9 ADIIB F 79 5
10 ADIIB F 84 5
11 ADVIC M 81 3
12 ADVC F 82 5
13 ADVC F 84 2
14 ADVIC F 89 1
15 PiD M 65 1
16 PiD M 68 6
17 PiD F 66 4
18 Down (+ADVC) M 45 4
19 Down (+ADVC) M 44 6

Alzheimer disease stage ADIIA/B and V—VIC of Braak and Braak (1999),
Pick disease (PiD), Down syndrome with AD (Down + AD), and controls.
M: male, F: female.

Specific immunohistochemical studies were carried out in
paraformaldehyde-fixed cryoprotected sections of the frontal
cortex, and entorhinal cortex and hippocampus. Three sections
per area in every case were processed free-floating for Dyrk1A,
GSK-3pSer’, GSK-3Tyr?”*?!, and phospho-fau Thr*'? immuno-
histochemistry. Anti-Dyrk1A antibodies (Marti et al., 2003) were
used at a dilution of 1:500. Anti-GSK-3BSer” (rabbit, Calbiochem)
and anti-GSK-3Tyr*’”?'® (mouse, Upstate Biotech, Lake Placid,
NY) were used at dilutions of 1:100. Anti-phospho-tau Thr*'?
(Calbiochem) was used diluted 1:250. After washing, the sections
were incubated with link solution (LSAB, Dako) and with
streptavidin—peroxidase solution for 15 min each at room tempe-
rature. The peroxidase reaction was then visualized, as a dark blue
precipitate, with NH4NiSO, (0.05 M) in phosphate buffer (0.1 M),
0.05% diaminobenzidine, NH4Cl, and 0.01% hydrogen peroxide.
Blank sections stained only with the secondary antibodies were
used as negative controls.

Semi-quantitative studies were carried out by counting the
number of positive neurons (increased Dyrk1 A immmunoreactivity
in the cytoplasm or in the nuclei) in the frontal cortex (area 8) and
dentate gyrus in four random areas per region in every case at a
magnification of x400. Results were roughly expressed as the
percentage of positive neurons in relation with the total number of
neurons per arbitrary area.

Gel electrophoresis and Western blotting

Frozen frontal cortex (100 mg) was directly homogenized in 1 ml
lysis buffer (20 mM HEPES, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 1| mM EGTA, | mM DDT, 2 mM PMSF, 1 pg/ml aprotinin,
leupeptin, and pepstatin) and then sonicated. Lysates were centri-
fuged at 5000 rpm for 10 min at 4°C, and protein concentrations
were determined with BCA (Pierce, Rockford, USA) method. 20 pg
of total protein was boiled at 95°C for 3 min and loaded in SDS-

polyacrylamide gels with Tris—glycine running buffer. Proteins
were electrophoresed using a mini-protean system (Bio-Rad,
Barcelona, Spain) and transferred to nitrocellulose membranes
(Bio-Rad) with a Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad) for 45 min at 40 mA. Nitrocellulose membranes were blocked
with Tween 20 TBS (TBST) containing 5% skimmed milk for 30
min. Subsequently, the membranes were incubated at 4°C overnight
with one of the primary antibodies in TBST containing 3% BSA.
The following antibodies were used: anti-Dyrk1A at a dilution of
1:500 and anti-p-actin (clone AC-74, Sigma, Madrid, Spain) at a
dilution of 1:1,000. After primary antibody incubation, the
membranes were washed three times with TBST for 5 min at room
temperature, and then incubated with anti-mouse IgG antibody
labeled with horseradish peroxidase (Dako) at a dilution of 1:1000
for 1 h at room temperature. Subsequently, the membranes were
washed four times, 5 min each, with TBST at room temperature, and
developed with the chemiluminescence ECL Western blotting
system (Amersham/Pharmacia, England) followed by apposition
of the membranes to autoradiographic films (Hyperfilm ECL,
Amersham).

Data analysis

The densitometric quantification of Western blot bands was
carried out with the TotalLab v2.01 software. This software detects
the bands obtained by Western blot and gives individual values
which are dependent on the light quantification of the correspond-
ing band. The results were normalized for R-actin. The mean
values and standard deviations were determined for control and
pathological samples. ANOVA with post hoc LSD test was
performed with Statigraphics plus 5.0 software.

Examination of sarkosyl-insoluble fractions

Fresh samples from the frontal cortex of AD stage V (about
0.6 g) were homogenized in a glass tissue grinder in 10 vol (w/v)
of cold suspension buffer consisting of 10 mM Tris—HCI (pH =
74), 0.8 M NaCl, 1 mM EGTA, 10% sucrose, 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml
leupeptin, and 5 pg/ml pepstatin. The homogenates were first
centrifuged at 20,000g, and the supernatant (S1) was retained.
The pellet (P1) was re-homogenized in 5 vol of homogenization
buffer and re-centrifuged. The two supernatants (S1 + S2) were
then mixed and incubated with N-lauroylsarcosinate 1% for 1 h at
room temperature while shaking. Samples were then centrifuged
for 1 h at 100,000g in a Ti 70 Beckman rotor. Sarkosyl-insoluble
pellets (P3) were re-suspended (0.2 ml/g of starting material) in
50 mM Tris—HCI (pH = 7.4). Protein concentrations were deter-
mined by the BCA method and 10% sodium dodecyl sulphate-
poliacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was run using a
mini-protean system (Bio-Rad). 50 pg of protein was loaded in
each lane with loading buffer containing 0.125 M Tris (pH =
6.8), 20% glycerol, 10% mercaptoethanol, 4% SDS, and 0.002%
bromophenol blue. Samples were heated at 95°C for 5 min prior
to gel loading. The proteins were then transferred to nitrocellulose
membranes (Amersham) using an electrophoretic chamber system
(Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad). Non-specific
binding sites were blocked with Tris-buffered saline solution
pH = 7.4 with 0.1% Tween-20 (TBST) containing 5% skimmed
milk for 30 min, and incubated with one of the primary
antibodies for 1 h at room temperature. The DyrklA antibody
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was diluted 1:500. The rabbit polyclonal antibody to phospho-
tau Thr*'? was diluted 1:500. After washing, the membranes
were incubated with the secondary antibody labeled with
horseradish peroxidase (Dako) diluted 1:1000 for 1 h at room
temperature, washed again, and developed with the chemilumi-
nescence ECL Western Blotting system (Amersham). Mem-
branes were then exposed to autoradiographic films (Hyperfilm
ECL, Amersham).

DyrklA transgenic mice

The production of mice transgenic for Dyrkl4 (TgDyrk1A) has
previously been described (Altafaj et al., 2001). Two lines of
transgenic mice with insertion of the transgene in several
chromosomes were used in order to exclude positional effects.

The non-transgenic littermates of TgDyrklA mice served as
controls. Animals were group-housed under a 12-h light/dark
schedule (lights on at 9:00 a.m.) in controlled environmental
conditions of humidity (60%) and temperature (22 + 2°C) with free
access to food and water. Only males were tested in this study. Five-
and 24-month-old males were used (n = 4 per group, and equal
number of corresponding age-matched littermates in the aged and
n =3 WT and n = 5 TgDyrklA in the group of young animals
were used).

Triple tau transgenic mice

Transgenic mice expressing a 4-repeat isoform of fau contain-
ing the mutations G272V, P301L, and R406W have been generated
by using the Thy-1 promoter in a C57B16jxCBA hybrid back-
ground (Lim et al., 2001). The brains of these mice have high
levels of mutant fau in hippocampus and cortex, as well as fau
hyper-phosphorylation at specific sites, as recognized with the
phosphorylation-dependent antibodies AT180 (Thr**') and ATS
(Ser'*”2%2), but not with the antibody PHF1 (Ser***4*) (Lim et al.,
2001). Nine- and 16-month-old males were used (n = 4 per age
group), and an equal number of corresponding age-matched
littermates was used.

Immunohistochemistry in transgenic mice

For immunohistochemical analysis, mice were deeply anesthe-
tized with CO, and then perfused intracardially with 50 ml of 0.1
M PBS (phosphate buffer saline, pH = 7.4) followed by 100 ml of
chilled 4% paraformaldehyde (PFA, Sigma). The brains were post-
fixed with 4% PFA at 4°C overnight and then cryoprotected
overnight in 30% sucrose solution. Serial 50 pm coronal sections
were obtained using a cryostat and maintained in cryoprotected
solution (30% glycerol, 30% poly-ethylenglycol, 40% 0.1 M PBS).
Serial tissue sections were processed in triplicate in every mice for
every immunohistochemical method. Control and diseased brains
were processed in parallel. Incubation with only the secondary
antibodies was used as a control of the immunostaining.

Results

Western blots of homogenates from human frozen frontal cortex
showed that Dyrk1A protein levels were not significantly modified
in AD when compared with control samples. Interestingly, no
significant differences were obtained in AD stages I-II and AD
stages V/VI (ANOVA with post hoc LSD test) (Fig. 1).

DyrklA immunoreactivity in human control brains was
observed in the cytoplasm of neurons in the frontal cortex,
entorhinal cortex, and hippocampus (Fig. 2A), and in astrocytes
in the subcortical white matter (Fig. 2B). Increased DyrklA
immunoreactivity was seen in the cytoplasm of occasional neurons
in the frontal cortex (Fig. 2C), entorhinal cortex (Fig. 2D), and
pyramidal cell layer of the CA1 area of the hippocampus in cases
with AD. Dyrk1A antibodies did not recognize neuropil threads or
dystrophic neurites surrounding amyloid deposits of senile plaques.
No differences were seen between AD cases stages I-1I and AD
cases stages V—VI. Neurons with increased DyrklA immunor-
eactivity were variable from one case to another and from one
region to another in a given case. In any case, the number of
neurons with increased Dyrk1A immunoreactivity varied from 1 to
8% in the CA1l area of the hippocampus in AD cases. In spite of

ADVC

Dyrk1A protein levels
(Arbitrary Units)
n =
o o

0

— Dyrk1A (90 kDa)

- [-actin (45 kDa)
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]

ADV-VIC

Fig. 1. DyrklA protein levels as detected by gel electrophoresis and Western blotting in total homogenates of the frontal cortex (area 8) of controls (C) and
Alzheimer disease (AD) stages IIA/B (ADI) and V—VIC (ADV) of Braak and Braak (1999). Western blots are representative of samples indicated in Table 1.
Densitometry of Dyrk1A was carried out after normalization by p-actin protein levels in each sample by using TotalLab software. Values correspond to all AD
and control samples listed in Table 1 (five controls; five AD stages IIA/B, and four AD stages V—VI/C). No significant differences were found among all the

samples analyzed (ANOVA with post hoc LSD test).
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Fig. 2. Dyrk1 A immunoreactivity in neurons of the frontal cortex (A) and in
astrocytes of the subcortical white matter (B) in a control brain. Increased
Dyrk1A immunoreactivity is seen in scattered neurons in the frontal cortex
(C) and entorhinal cortex (D) in AD. Cryostat sections processed free-
floating. Scale bar = 25 um.

these differences, it was clear that no neurons with increased
Dyrk1A immunoreactivity were observed in control cases.

DyrklA immunoreactivity was also observed in reactive
astrocytes, some of them surrounding senile plaques, in AD cases,
and in PiD (data not shown). Oligodendrocytes were not stained
with anti-Dyrk1A antibodies.

DyrklA immunoreactivity was also present in the nuclei of
isolated neurons in the cerebral cortex of control cases. Increased
numbers of DyrklA-immunoreactive nuclei were found in the
frontal cortex, entorhinal cortex, and hippocampus in AD stages
V-VI (Fig. 3A), but not in neurons of the dentate gyrus in the
same cases (Fig. 3B). Finally, increased Dyrk]1 A immunoreactivity
was found in the nuclei of neurons in the frontal cortex (Fig. 3C),
entorhinal cortex, CA1 area of the hippocampus, and granular
neurons of the dentate gyrus (Fig. 3D) in PiD. Again, the number
of nuclei with increased DyrklA immunoreactivity varied from
one case to another. The percentage of positive neuronal nuclei in
the frontal cortex (area 8) was about 0.5%, 10%, and 5% in control,
AD, and PiD cases. The percentage of positive nuclei in the dentate
gyrus was 0.5% in control and AD cases and 60% in PiD cases.

To further analyze a possible relationship between DyrklA,
GSK-3, and tau phosphorylation, serial sections of the hippo-
campus of AD cases were processed for Dyrk1A, GSK-3 pSer’,
GSK-3Tyr*’®?!®_ and phospho-tau Thr*'?. Phospho-tau antibodies
disclosed large numbers of neurofibrillary tangles, neuropil
threads, and dystrophic neurites of senile plaques (Fig. 4A). Yet,

only a few tangles were recognized with anti-GSK-3 pSer’ (Fig.
4B) and anti-GSK-3Tyr?’”?'® antibodies (Fig. 4C). Only a few
neurons were stained with anti-Dyrk1A antibodies (Fig. 4D).

Similar results were obtained in Down syndrome with concom-
itant AD. Although large numbers of neurofibrillary tangles were
present in sections stained with specific anti-phospho-fau Thr*'?
antibodies, smaller numbers of neurons were stained with anti-
GSK-3pSer’ and anti-GSK-3Tyr*’”?'°, whereas very few cells
were strongly immunoreactive to anti-Dyrk1A (Fig. 5).

To learn whether fractions enriched in paired helical filaments
contained Dyrk1A, Western blots of sarkosyl-insoluble fractions
were carried out in two AD cases and one control. AD cases
showed the characteristic pattern of phospho-tau (anti-phospho-tau
Thr?'?) with three bands of 68, 64, and 60 kDa; no fau
immunoreactivity was observed in the control. A single Dyrk1A-
immunoreactive band of 90 kDa was recovered in the same stripped
membranes in AD cases but not in the control case processed in
parallel (Fig. 6).

The question of whether increased tau-phosphorylation was
associated with increased DyrklA expression was addressed in
transgenic mice bearing a pathogenic triple fau mutation. Increased
phospho-tau Thr?'? immunoreactivity was found in the entorhinal
cortex, neocortex, and hippocampus in these animals, in accord-
ance with previous results (Ferrer et al., 2005; Lim et al., 2001).
Slightly increased DyrklA immunoreactivity was found in

Fig. 3. Dyrkl1 A immunoreactivity is observed in a many neuronal nuclei in
the hippocampus (A) but not in granular neurons of the dentate gyrus (B) in
AD. Dyrlk1A-positive nuclei are seen in the frontal cortex (C) and granular
neurons of the dentate gyrus (D) in PiD. Stained nuclei are marked with
arrowheads. Cryostat sections processed free-floating. Scale bar = 25 pm.
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Fig. 4. Phospho-fauThr*'? (A), GSK-3pSer’ (B), GSK-3Tyr?’?21¢ (C), and
Dyrk1A (D) immunoreactivity in similar areas in the CA1 region of the
hippocampus in AD. Phospho-tau antibodies disclose large numbers of
neurofibrillary tangles and neuropil threads. This contrasts with the scarce
number of neurons with increased DyrklA immunoreactivity. Many
neurofibrillary tangles are stained with anti-GSK-3pSer’, but a few are
stained with anti-GSK-3Tyr?’*?'® antibodies. Cryostat sections processed
free-floating. Scale bar = 25 pum.

scattered neurons in the same regions in transgenic mice aged 9
and 12 months when compared with age-matched non-transgenic
littermates (Fig. 7). Dyrk1 A immunoreactivity was observed in the
cytoplasm. Nuclear DyrklA immunoreactivity was not found in
any case.

Finally, phospho-tau Thr*'? expression was tested in TgDyrk1A
mice. No differences in phospho-fau Thr?'? immunoreactivity
were seen in transgenic versus age-matched non-transgenic litter-
mates at any age examined (Fig. 8).

Discussion

The present results have shown increased DyrklA immunor-
eactivity in the cytoplasm and nuclei of scattered neurons of the
neocortex, entorhinal cortex, and hippocampus in AD, adult Down
syndrome with associated AD pathology, and PiD. This is not
accompanied by increased Dyrkl1A expression levels as revealed
with Western blots, suggesting that changes are restricted to a
limited number of neurons which are diluted in total cortical
homogenates.

Enhanced Dyrk1A immunoreactivity in the cytoplasm occurs in
diseases with associated hyper-phosphorylated fau pathology in

neurons, including AD, Down syndrome with AD, and PiD.
Similar increased Dyrk1A immunoreactivity occurs in the frontal
cortex in AD stages II (with no fau pathology in the frontal cortex)
and AD stage V (with hyper-phosphorylated zau neurofibrillary
tangles and neuropil threads in the neocortex). Interestingly, no
Dyrk1A immunoreactivity is found in dystrophic neurites of senile
plaques or in neuropil threads in AD.

Dyrk1A activity is dependent on the autophosphorylation of a
conserved tyrosine residue in the activation loop (Himpel et al.,
2001; Kentrup et al., 1996). Dyrk1 phosphorylates fau at Thr*'?
and phosphorylation of Thr*'? primes tau for phosphorylation by
GSK-3p at Ser®®® in vitro, suggesting a general role for Dyrkl in
tau phosphorylation (Woods et al., 2001a,b). Hyper-phosphoryla-
tion of fau at Thr*'? occurs in a large number of neurons with
neurofibrillary tangles in AD, Down syndrome with associated
AD, and in Pick bodies in PiD. Phosphorylation of GSK-3 at Ser’
and of GSK-3 at Tyr?’*?!' occurs in a variable number of neurons
bearing tau pathology in AD and other tauopathies (Ferrer et al.,
2002, 2003; Pei et al., 1999). Serial sections in AD and Down
syndrome cases reveal, however, a poor correlation between tau
phosphorylation at Thr?'?, GSK-phosphorylation at Ser’ and
Tyr?’”?1% and DyrklA immunoreactivity. This is not a rare
situation, considering that phosphorylation of zau at Thr*'? can be
carried out by several kinases, including mitogen-activated protein

Fig. 5. Phospho-tauThr*'? (A), GSK-3pSer’ (B), GSK-3Tyr*’??!° (C), and
Dyrk1A (D) immunoreactivity in the entorhinal cortex in Down syndrome.
Phospho-tau antibodies disclosed large numbers of neurofibrillary tangles,
neuropil threads, and dystrophic neurites of senile plaques. Yet, only a few
neurons are strongly stained with anti-DyrklA antibodies. Many neuro-
fibrillary tangles and neurites of senile plaques are stained with anti-GSK-
3pSer’ but few neurons are decorated with anti-GSK-3Tyr?’*2!® anti-
bodies. Cryostat sections processed free-floating. Scale bar = 50 pm.
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DYRK 1A
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tauThr#2
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Fig. 6. Sarkosyl-insoluble fractions in control (C) and AD (AD) cases blotted with anti-phospho-tauTh1212 antibodies (left panel) showing typical bands of
phospho-tau in AD (68, 64, and 60 kDa). Dyrkl1A immunoreactivity (90 kDa) is recovered in these fractions in AD but not in control cases (right panel).
Incubation with Dyrk1A antibodies in the same stripped membranes. Exposition time for Dyrk1A in the control and middle lanes was 3 min; exposition time of

the lane on the right was 5 min.

kinase ERK-2, stress-associated c-Jun N-terminal kinase (SAPK-
INK), p38 MAP kinase, and GSK (Anderton et al., 2001). A
possibility is that DyrklA phosphorylates Thr*'? in au protein
and it primes fau phosphorylation by GSK3 at Ser’™, a serine
that is modified in AD (Morishima-Kawashima et al., 1995).
Another possibility is that fau phosphorylation at Thr*'? by

Fig. 7. Phospho-tauThr*'? in the parietal cortex of triple fau transgenic
mice aged 16 months (B) and in age-matched controls (A). Phospho-tau
immunoreactivity is found only in triple transgenic mice. DyrklA
immunoreactivity in similar areas of the same animals showing slight
increase in DyrklA immunoreactivity in transgenic mice (D) when
compared with age-matched controls (C). Cryostat sections processed
free-floating. Scale bar = 25 um.

Dyrkl1A, may affect the binding of tau to membrane proteins
(Brandt et al., 1995), as fau protein contains the PXXP
domain (Ser’’> ?'® next to Thr*'?) that could interact with
proteins containing SH3 domains (Avila et al., 2004). DyrklA
is found in sarkosyl-insoluble fractions which are enriched in
phosphorylated tau in AD brains, thus suggesting a possible
association of DyrklA with neurofibrillary tangle pathology. A

Fig. 8. Increased DyrklA immunoreactivity is observed in pyramidal
neurons of the hippocampus and in astrocytes of the plexiform layers in
TgDyrk1A mice (B) when compared with age-matched littermates (A). Yet,
similar phospho-fauThr*'? immunoreactivity is observed in pyramidal
neurons of the hippocampus in TgDyrkl1A mice (C) when compared with
controls (D). Cryostat sections processed free-floating. Panels A and B,
scale bar in panel B = 25 um; panels C and D, scale bar in panel D = 25 pum.
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similar pattern occurs for other kinases related with fau phosphory-
lation in vitro (Ferrer et al., 2005). However, this localization does
not demonstrate a direct participation of Dyrk1A in tau phosphory-
lation in AD.

The examination of transgenic mice bearing a triple tau
mutation and expressing hyper-phosphoyrylated fau in neurons
of the entorhinal cortex, hippocampus, and cerebral neocortex (Lim
et al., 2001) has been useful for the demonstration of increased
expression of DyrklA in individual neurons in the same regions.
Yet, transgenic mice over-expressing Dyrk1A (Altafaj et al., 2001)
do not show increased phosphorylation of fau at Thr*'?, thus
suggesting that Dyrkl1A over-expression does not trigger per se
hyper-phosphorylation of fau at Thr?'? in vivo.

Taken together, these observations indicate the association of
Dyrk1A with pathology of neurons but they do not prove the in-
volvement of Dyrk1A in tau phosphorylation in AD, Down syn-
drome, and PiD. In line with this conclusion is the observation of
increased Dyrk1A immunoreactivity in the cytoplasm of reactive
astrocytes in AD and PiD, and in unrelated conditions such as gliotic
scars.

Finally, increased DyrklA immunoreactivity has been found
in the nuclei of scattered neurons in AD and PiD, but not in
transgenic mice. DyrklA has the capacity to activate several
transcription factors including CREB (Yang et al., 2001), FOXO
(Woods et al., 2001a,b), and Glil (Mao et al., 2002). DyrklA
also has the capacity to phosphorylate cyclin L2 in vitro (De
Graaf et al., 2004), and recent studies have shown Dyrkl1A over-
expression in transgenic mice associated with high levels of
cyclin Bl, indicating a correlation between DyrklA over-
expression and cell cycle protein alteration in vivo (Branchi et
al.,, 2004). Thus, increased DyrklA immunoreactivity in the
nuclei of individual neuronal populations supports the concept
that DyrklA may participate in the regulation of gene tran-
scription in diseased brains. Strikingly, Dyrk1A nuclear inmunor-
eactivity is not observed in neurons of the dentate gyrus in AD,
which do not contain hyper-phosphorylated tau deposits, but it is
seen in similar neurons in PiD which are characterized by the
presence of tau-immunoreactive Pick inclusions. However, these
coincidences do not imply that nuclear DyrklA expression is
dependent on fau hyper-phosphorylation, but rather that the
expression of Dyrkl1A in the nucleus is augmented in particular
disease-dependent sensitive neurons. This finding is of relevance
since DyrklA has been shown to activate both nuclear and
cytoplasmic substrates, and the specific signals that activate
Dyrk1A translocation to the nucleus are largely undiscovered.
Whether transient Dyrk1A translocation from the cytoplasm to
the nucleus in disease is associated with some positive effect on
dendrites, as suggested during development (Hammerle et al.,
2002), thus contrasting degeneration by mechanisms used earlier
during maturation and connectivity, is not known.

In summary, the present observations indicate modifications in
the expression of constitutive Dyrk1A in the cytoplasm and nuclei
of neurons in various human neurodegenerative conditions,
including AD, Down syndrome, and PiD. Yet, there is no
evidence that Dyrk1A is directly implicated in fau phosphoryla-
tion in AD and in human and animal tauopathies. Further studies
are needed to understand whether post-transcriptional modifica-
tions of DyrklA (particularly phosphorylation) are more closely
related with fau deposits. Additional effort is also necessary to
identify the target genes of Dyrk1A that are activated in diseased
states.
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Abstract

Since the discovery in the 1970s that dendritic abnormalities in cortical pyramidal neurons are the most consistent pathologic correlate of
mental retardation, research has focused on how dendritic alterations are related to reduced intellectual ability. Due in part to obvious ethical
problems and in part to the lack of fruitful methods to study neuronal circuitry in the human cortex, there is little data about the
microanatomical contribution to mental retardation. The recent identification of the genetic bases of some mental retardation associated
alterations, coupled with the technology to create transgenic animal models and the introduction of powerful sophisticated tools in the field of
microanatomy, has led to a growth in the studies of the alterations of pyramidal cell morphology in these disorders. Studies of individuals with
Down syndrome, the most frequent genetic disorder leading to mental retardation, allow the analysis of the relationships between cognition,
genotype and brain microanatomy. In Down syndrome the crucial question is to define the mechanisms by which an excess of normal gene
products, in interaction with the environment, directs and constrains neural maturation, and how this abnormal development translates into
cognition and behaviour. In the present article we discuss mainly Down syndrome-associated dendritic abnormalities and plasticity and the
role of animal models in these studies. We believe that through the further development of such approaches, the study of the microanatomical
substrates of mental retardation will contribute significantly to our understanding of the mechanisms underlying human brain disorders
associated with mental retardation.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The biological bases for mental retardation are poorly
understood, but defects in neuronal network formation or in
properties of brain plasticity likely contribute to the
cognitive impairment. Down syndrome (DS) is the most
common genetic disorder associated with mental retardation
(Hassold and Jacobs, 1984; Mastroiacovo, 2002) and its
phenotypic characteristics are believed to stem from the
overexpression of a set of genes on human chromosome 21.
Thus, studies of the DS population provide a rare
opportunity to examine relationships between cognition,
genotype and brain neurobiology. In patients with DS,
mental retardation is moderate and the intelligence
coefficient ranges between 20 and 80 (Anneren and
Pueschel, 1996). The rate of cognitive development tends
to slow as children with DS grow older so that the brain
undergoes a progressive postnatal degenerative process.

The neuropathological correlates of these impairments
are still under intensive investigation. In subjects with DS,
brain size and weight are moderately reduced at birth.
Specific brain areas exhibit an immature gyral pattern,
neocortical laminar formation is irregular and myelination
of cortical fibres is delayed (Kemper, 1988; Golden and
Hyman, 1994; Wisniewski and Kida, 1994). Data obtained
from studies that have utilized functional neuroimaging
techniques have expanded our knowledge of the neuroana-
tomical basis of brain malfunctioning in DS brains and
provided initial clues as to the specific defects that occur
during neural development. The advent of in vivo structural
brain imaging will not only help researchers identify which
brain structures are implicated in specific neurobehavioural
conditions but also may discover individual variations
among persons with the same genetic defect. Using
magnetic resonance imaging (MRI), Raz et al. (1995)
showed that young adult DS subjects have reduced volumes
of cerebral and cerebellar hemispheres, ventral pons,
mammillary bodies, and hippocampal formation, even after
adjustment for body size. In contrast, the parahippocampal
gyrus is enlarged and frontal lobe volumes are disproportio-
nately smaller in DS (Pinter et al., 2001). Functional
imaging with positron emission tomography (PET) shows

cerebral metabolic rates for glucose in young DS adults, with
fewer significant correlations in different brain regions than
in controls, suggesting that functional connections between
brain circuit elements are reduced leading to dysfunctional
circuitry in adults (Shapiro et al., 1992).

At the microscopic level, neuronal density is decreased in
distinct regions of DS brains, including the cochlear nuclei,
cerebellum, hippocampus, basal forebrain, the granular layers
of the neocortex and areas of the brainstem. In the neocortex,
neuronal morphology is abnormal and neuronal orientation is
aberrant (reviewed in Florez, 1992). Other studies have
reported reductions in cortical width, abnormal cortical
lamination patterns, altered dendritic arbours and dendritic
spines, aberrant electrophysiological properties of mem-
branes, reduced synaptic density and abnormal synaptic
morphology in DS foetuses (Becker et al., 1986, 1991; Marin-
Padilla, 1976; Suetsugu and Mehraein, 1980, see also Section
1.1). Some of these alterations may be related to an abnormal
development of the nervous system during pre- and post-natal
life. However, it is difficult to attribute the cognitive
alterations in DS to a simple reduction of brain size or
neuronal density. In fact, neuronal cell structure does not
correlate with differences in brain size. Instead, different
aspects of neuronal cell structure such as the size of the basal
dendritic arbours, their branching structure, and spine density
may vary independently (see Elston, 2003a for a review).

2. Dendritic pathology in Down syndrome

Neural mechanisms underlying mental retardation may
include defects in the formation of neuronal networks and/or
in information processing aspects of brain plasticity.
Dendritic pathology is a consistent feature and substrate
of mental retardation across multiple conditions suggesting
that dendritic abnormalities are an index of major neuronal
disruption (reviewed in Kaufmann and Moser, 2000) and
that dendritic architecture determines the nature of a
neurone’s inputs and its role in cortical circuitry (Friedlander
et al., 1982; Bacon and Murphey, 1984). In DS, the
pathogenesis of dendritic abnormalities is distinctive and
appears to correlate to some extent with cognitive profile.
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Both abnormal postnatal development, and remodelling of
the brain circuitry could contribute to observed dendritic
abnormalities in DS, with serious consequences on the
cognitive abilities. However, if the severity and extent of
dendritic alterations correlates with cognitive function, then
DS subjects with moderate mental retardation should show
mild dendritic abnormalities; likewise, if dendritic abnorm-
alities are a sign of global cognitive dysfunction, they should
be observed in many other syndromes associated with
mental retardation, and dendritic alterations should parallel
defects in neuronal maturation and/or decline in cognition.
Moreover, these alterations may depend on different cellular
mechanisms so that in DS, neurons may not achieve the
structural complexity observed in normal children, or
alternatively they may undergo greater dendritic retraction
during maturation. Good candidate genes exist on chromo-
some 21, whose altered function could account for both
possibilities (see the following).

2.1. How do dendritic arbourisations develop in
Down syndrome brains?

It has been argued that DS persons start their lives with an
apparently normal neuronal architecture that progressively
degenerates. Thus, normal or even increased branching in
the DS foetus and newborn contrasts with reduced dendrites
and degenerative changes in older children with DS. Becker
et al. (1986) showed that in infants with DS younger than 6
months, dendritic branching and length in both apical and
basilar dendrites were greater than in normal infants. During
the peak period of dendritic growth and differentiation,
quantitative analysis of dendrites in layer Illc pyramidal
neurons of prefrontal cortex (prospective area 9) of the
brains of 2.5-month-old infants revealed no significant
differences in dendritic differentiation between euploid and
DS cases (Vuksic et al., 2002). In contrast, basilar dendrites
of cortical pyramidal neurons are shorter than normal in DS
subjects older than 4 months (Takashima et al., 1981). These
findings suggest that children with DS begin their lives with
morphologically normal layer III pyramidal neurons and
that pathologic changes in key prefrontal input—output
neuronal elements occur after 2.5 months of postnatal age.
Subsequent to this age, there is a steady decrease so that in
subjects with DS older than 2 years, these parameters are
reduced relative to controls especially in apical dendrites
(Becker et al., 1986).

In adults with DS, cross-sectional studies demonstrate
marked reductions in dendritic branching and length, and in
spine density (Takashima et al., 1989; Becker et al., 1991).
Degenerative neuronal changes are also associated with
dendritic abnormalities. Two other reports on pyramidal
neurons in parietal cortex (Schulz and Scholz, 1992) and on
non-pyramidal neurons in motor cortex (Prinz et al., 1997)
support these findings. In cases of aged DS brains that do not
show Alzheimer disease (AD)-like pathology, the number of
spines in the middle and distal segments of apical dendrites

of pyramidal neurons in cingulate cortex and in hippocam-
pus are reduced; these changes are more severe in CA1l of
those DS cases with AD (Suetsugu and Mehraein, 1980;
Ferrer and Guillotta, 1990).

Reductions in the size and dendritic length of pyramidal
cells also affect the total number of spines (Fig. 1). Dendritic
spines are thin protrusions emerging from dendrites that are
the sites of most excitatory synapses in the cerebral cortex.
Spines are believed to increase the connectivity of neurons,
to provide chemical compartmentalisation for calcium and
proteins, and to participate in neural computation (Sorra and
Harris, 2000). Recent studies show that dynamic changes in
the structure and shape of spines are important for synaptic
function (Harris, 1999; Yuste and Bonhoeffer, 2001). Since
each spine receives at least one excitatory glutamatergic
synapse (reviewed in DeFelipe and Farifias, 1992; Elston
and DeFelipe, 2002), decreases in spine density and number
may impair the ability of pyramidal neurons to integrate
inputs, and reveal an impaired activity-dependent neural
plasticity. The size and branching pattern in the dendritic
arbours of pyramidal neurons relate to a number of
physiological and biochemical properties of these cells
including (1) compartmentalisation of processing of cortical
neurons, and (2) synaptic plasticity, a process that refers to
the changes in the strength of synaptic function, and includes
both short-term changes in the strength or efficacy of
neurotransmission as well as longer term changes in the
structure and number of synapses (for a review see Elston et
al., 2001). Thus, changes in the number of spines in the
dendritic arbours of neurons may influence both cellular and
systems cortical function (see Elston and DeFelipe, 2002;
Elston, 2003b; Jacobs and Scheibel, 2002, for reviews).

Dendritic spines are heterogeneous with regard to their
structure, stability and function (see Kasai et al., 2003;
Benavides-Piccione et al., 2004). Spines with large heads are
stable, express large numbers of AMPA-type glutamate
receptors, and contribute to strong synaptic connections. In
contrast, spines with small heads are motile and unstable and
contribute to weak or silent synaptic connections. These
structure—stability—function relationships suggest that large
and small spines are ‘memory spines’ and ‘learning spines’,
respectively (Kasai et al., 2003). Glutamate receptors turnover
rapidly, indicating that spine structure and the underlying
organisation of the actin cytoskeleton are likely major
determinants of fast synaptic transmission and provide a
physical basis for memory in cortical neuronal networks.
Interestingly, initial studies of infants with DS demonstrated
that spines are sparse, small and had short stalks intermingled
with unusually long spines in motor cortex (Marin-Padilla,
1972, 1976; Purpura, 1974). The decreased density and long
and tortuous profile of spines from DS brains are typical
features of spine dysgenesis (Marin-Padilla, 1972). In DS,
spine dysgenesis is associated with dendritic vacuolisation
and neuronal necrosis (Marin-Padilla, 1976). Therefore,
dendritic spine dysgenesis in DS may indicate an early
postnatal degenerative process. Takashima et al. (1981) also
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Fig. 1. (A) Low-power photomicrograph of layer III pyramidal cells in a 150-wm thick slice taken from the frontal cortex of a wild type mouse that were
injected with Lucifer Yellow and processed for a light-stable diaminobenzidine reaction product. (B) Higher magnification showing layer III pyramidal cells of
the frontal cortex. (C) High power photo of a horizontally projecting dendrite to illustrate the density and distribution of individual dendritic spines along its
length. Note the clear detail of individual dendritic spines. Scale bar: 400 wm in (A), 60 pm in (B), and 10 pum in (C).

raised this possibility in one of the largest studies with respect
to sample size that analysed neurons of the visual cortex in
foetuses, neonates and infants with DS.

In view of these reports it is likely that the dendritic
alterations in DS are the result of deficits in neurodevelop-
ment. Dendritic development is a sequential process in
which generation, elongation, and retraction of dendritic
branches and spines are the result of the interactions between
intrinsic genetic programs and external modulators (e.g.,
neurotransmitters) (see Kaufmann, 1999; Weitzdoerfer et
al., 2001). Dendritic growth initially follows genetic dictates
but later becomes modified by levels and patterns of activity
(Bartlett and Banker, 1984) in both developing (Kossel et al.,
1995; Segal, 1995) and mature systems in response to
numerous manipulations, including denervation (Parnavelas
et al., 1974), long-term potentiation (LTP) (Buchs and
Muller, 1996; Sorra and Harris, 1998), and environmental
stimulation (Comery et al., 1996; Jones et al., 1997). With
each developmental stage, the expression of a set of
dendritic proteins (Petit et al., 1988; Kaufmann et al., 1997),
neurotransmitters and growth factors that influence the
progression of dendritic development changes. Spines are
very dynamic structures; their size, shape and number
change throughout life. During development, dendritic
protrusions start out as filopodia, which search out contacts
with synaptic terminals and then mature into adult spines
(Ziv and Smith, 1996). In adults, modulation of the number
and shape of spines is associated with synaptic plasticity
(Engert and Bonhoeffer, 1999; Maletic-Savatic et al., 1999;
Lendvai et al., 2000; Toni et al., 1999) and learning (Comery

et al,, 1996). Spine abnormalities and changes in the
numbers of spines in the dendritic arbours of neurons are
commonly reported in neurological disorders such as mental
retardation (Purpura, 1974; Geinisman et al., 1992; Dierssen
et al., 2003). In DS, pyramidal neurons are morphologically
normal at birth, but the number of dendrites and spines
decrease steadily in postnatal life. Thus, the genetic defect
associated with dendritic disturbances in DS may disrupt
signalling pathways and/or modulators of dendritic devel-
opment (Table 1, see also Section 1.2).

Changes in synaptic function and remodelling of synaptic
networks induced by specific patterns of activity are believed
to represent key mechanisms for information processing
(Stepanyants et al., 2002). Thus, the identification and
functional analyses of the gene products involved in DS are
critical not only for a better understanding of the causes of
mental retardation but also for identifying the cellular and
molecular mechanisms contributing to cognitive function.

2.2. Genetic control of dendritic maturation:
what is wrong in Down syndrome?

Dendritic alterations in DS may be the consequence of
higher levels of proteins coded for by three copies of genes
on human chromosome 21 (Table 1). Specific genetic loci,
especially those in the DS critical region (DSCR), are
primary candidates for regulating the abnormal development
and maturation of the DS brain (Delabar et al., 1993;
Shapiro, 1999). However, genes located on other chromo-
somes are also involved. The enormous amount of new
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Table 1
HSA21 genes involved in brain development and synaptic plasticity

SIM2 (single-minded homolog 2)
DYRKIA (dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation kinase)

Synchronized cell division and establishment of (Drosophila) proper cell lineage
Expressed during neuroblast proliferation and believed to regulate of

cell-cycle kinetics. Possible role in neuritogenesis and neural plasticity

GART (phosphoribosylglycinamide formyltransferase)
PCP4 (Purkinje cell protein 4)

DSCAM (Down syndrome cell adhesion molecule)
GRIKI (glutamate receptor)

Expressed during prenatal development of the cerebellum

Expressed exclusively in the brain most abundantly in the cerebellum
Role in axonal outgrowth

Expressed in pyramidal cells of the cortex in fetal and early postnatal life

and in adult

APP (amyloid beta (A4) precursor)

S100B (neural) (S100 calcium binding protein beta)
SOD1 (superoxide dismutase 1)

DSCRI1 (Down syndrome critical region 1)

ITSN (intersectin)

Involved in plasticity, neurite outgrowth, and Alzheimer disease
Stimulates glial proliferation

Role in apoptosis in fetal DS neural cultures

Role in LTP/LTD

Role in endocytosis

molecular and biological data that has developed for human
chromosome 21 as a result of the human genome initiative
(Hattori et al., 2000a,b) has sped up the understanding of the
molecular and cellular basis of mental retardation, and will
have an immediate impact on the study of the genetic aspects
of DS by providing a comprehensive catalogue of the genes
on human chromosome 21. The gene content of chromo-
some 21 is now estimated to be 329, including 165
experimentally confirmed genes, 150 gene models based on
expressed sequence tag databases and 14 computer
predictions (see http://www-eri.uchsc.edu). Several anon-
ymous loci for monogenic disorders and predispositions for
common complex disorders have also been mapped to
human chromosome 21. However, the functions of most of
these genes remain largely unknown, as does their
contribution, if any, to DS. The phenotypic consequences
of increased gene dosage depend, in part, on the biological
function of the gene product itself (e.g., enzyme, structural
protein, transcription factor, intracellular signalling mole-
cule, cell surface marker, receptor subunit, etc.). To date,
only a few human chromosome 21 encoded genes have been
used to make transgenic mice (see Dierssen et al., 1999,
2001, 2003; Pritchard and Kola, 1999 for reviews).

The selection of candidate genes is based on their
location in the chromosomal region that is considered
critical for the development of the syndrome, the previous
knowledge of the functions of the proteins that they encode,
or their spatio-temporal pattern of expression. The recent
creation of a high-resolution expression ‘atlas’ of human
chromosome 21 is facilitating the understanding of gene
function and of the pathogenetic mechanisms in Down
syndrome (Gitton et al., 2002; Reymond et al., 2002). The
spatial and temporal expression patterns must be linked to
structural and physiological changes, information that will
shed light on the roles of individual genes in specific
developmental pathways.

Multiple molecular cascades are likely to be involved in
normal dendritic and spine maturation (see Elston and
DeFelipe, 2002; Harris, 1999; Horner, 1993; Shepherd, 1996
for reviews). Here we focus on some of what we consider to
be the most salient molecular mechanisms that may be

altered in DS individuals, resulting in specific DS associated
neuropathology. DYRKIA, is a serin-threonin kinase located
on HSA21, has been reported to influence neurogenesis and
dendritic development. Yang et al. (2001) showed that
overexpression of a kinase-deficient form of DYRKIA
attenuates the neurite outgrowth induced by a neurogenic
factor in immortalized hippocampal cells. In addition, the
expression pattern of DyrkIA mRNA and protein at early
embryonic ages in mice suggests that it participates in the
transition of neuroepithelial cells from proliferating to
neurogenic divisions (Hammerle et al., 2002). DyrkIA also
regulates the development of dendritic trees of neurones and
modulates the activity of the c-AMP response element-
binding protein (CREB), which participates in signal
transduction pathways involved in synaptic plasticity and
neuronal differentiation (Hammerle et al., 2003). Finally,
DYRK kinases may modulate dendrite development by
regulating vesicle trafficking which is dependent on
Dynamin (DYN1), a GTPase putative substrate of
DYRKIA, that plays a fundamental role in synaptic vesicle
recycling, clathrin-mediated endocytosis, intracellular
membrane trafficking (see Torre et al., 1994 for a review)
and neurite outgrowth (Chen-Hwang et al., 2002; Kim et al.,
1997). DYRKIA is transported through the growing
dendritic tree where it co-localizes with DYN1 (Hammerle
et al., 2003). Taken together these data suggest a relevant
function for Dyrk1A during neuronal development, related
to proliferation and differentiation. Interestingly, reduced
Dyrk1A dosage in mice leads to a decrease in brain size,
with no obvious alterations in the lamination and anatomy of
the cerebral cortex (Fotaki et al., 2002). In DyrklA haplo-
insufficient mice, neuropil size is decreased in some brain
areas. In particular, pyramidal cells in Dyrk1A+/— layer I1I
are considerably smaller, less branched and less spinous than
those in wild type animals, suggesting that DyrklA is
involved in the determination of the pyramidal cell
phenotype and circuit structure (Benavides-Piccione et
al., submitted).

Down syndrome cell adhesion molecule (DSCAM) is
overexpressed in DS brains. The mechanism by which
DSCAM is involved in the pathogenesis of mental
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retardation is by its inhibitory action on synaptogenesis and
neurite outgrowth. A lethal mutation in the Drosophila
Dscam specifically perturbs segregation of axonal branches
(Wang et al., 2002). How does the mutation differ from
excess expression of this protein? Axon bifurcation is
essential for efficient innervation of multiple targets and
results in the formation and divergent segregation of the
sister branches.

Amyloid deposition in the form of the AP peptide is
detected as early as at 21 gestational weeks in DS (Teller et
al., 1996), which coincides with normal initial cortical
dendritic growth (Huttenlocher, 1990). Inflammatory
responses associated with Af deposition in senile plaques
in AD include production of cytokines (Dickson, 1997),
which may operate as negative modulators of dendritic
growth and maintenance in DS.

Finally, dendritic spines are extremely motile, provi-
ding a structural mechanism for synaptic plasticity
(Crick, 1982). As the major cytoskeletal components in
dendritic spines, actin filaments provide the basic
structural scaffolding of spines (Hayashi et al., 1996;
Penzes et al., 2003) and are likely responsible for the
changes in the shape of spines. Among actin-regulatory
components of spines, drebrin is co-localized with actin
filaments at dendritic spines in high-density long-term
primary cultures of rat cerebral cortex neurons. Drebrin, an
actin-binding protein, is thought to regulate assembly and
disassembly of actin filaments (Asada et al., 1994), thereby
changing the shape of spines. In fact, when the actin-
binding domain of drebrin is deleted, the protein
distributes in both spines and dendritic shafts, indicating
that the selective accumulation of drebrin in the spines
requires its actin-binding activity (Hayashi and Shirao,
1999). In the early second trimester, levels of drebrin and
the synaptosomal associated proteins alpha SNAP and
SNAP 25 are lower in DS brains (Shim and Lubec, 2002).
Thus, spine motility and plasticity may be affected in DS
brains. Other genes that may be involved in central nervous
system development or neural functions related to synaptic
plasticity are listed in Table 1.

3. The neural phenotype in animal models for
Down syndrome: what do we know?

A better understanding of DS neuronal networks will
enhance the understanding of cognitive processes, and to
achieve this goal animal models have enormous potential to
elucidate mental retardation mechanisms that may be acting
in humans. Studies with the various trisomy mouse models
at different developmental stages can recreate certain
conditions that result in abnormal learning capabilities in
DS. Experimental models for human disease have greatly
advanced our knowledge of basic brain mechanisms,
psychiatric conditions and neurological diseases. The use
of transgenic techniques to model human disease has led to

major advances in our understanding of pathogenic
mechanisms, but has also highlighted the limitations of
conventional transgenic methodology for the production of
accurate animal models, and the difficulties associated with
modelling human pathophysiology in mice (Gerlai, 1996;
Crawley and Paylor, 1997; Rogers et al., 1997). We have to
bear in mind the limitations of conventional transgenic
methodology: the presence of compensatory processes (up-
or downregulation of gene products) and resulting secondary
phenotypical changes, the fact that null-mutant organism
might not only lack the product of a single gene but might
also possess a number of developmental, physiological, or
even behavioural processes that have been altered to
compensate for the effect of the null mutation, and the
presence of an array of complex phenotypical changes that
might not be directly related to the function of the gene of
interest.

The varied approaches used to study the consequences of
increased gene dosage in DS and to investigate phenotype/
genotype relationships of HSA21 genes in mice (see Cairns,
2001; Galdzicki and Siarey, 2003 for review) are: (1)
transgenic animals overexpressing single or combinations of
genes, (2) transgenic mice with large foreign DNA pieces
introduced on yeast artificial chromosomes (YACs) or
bacterial artificial chromosomes into mice (Smith et al.,
1995, 1997), (3) mouse models that carry all or part of
MMU16, which has regions of conserved homology with
HSA21 and (4) chimaeric mice that carry a fragment of
human chromosome 21 (Tomizuca et al., 1997).

Single gene transgenesis has been used as a tool to
understand the molecular basis of DS. Although over-
expressing a single gene will not be a model of DS, the value
of single gene transgenesis is to identify genes related to
specific pathophysiological features. Studying transgenic
mice that overexpress single genes, either with their own
genomic regions for gene regulation and expression, or with
heterologous promoter sequences that drive the expression
of the genes in specific tissues, allows the determination of
the contribution of each gene to the phenotype.

The interest in trisomic models lies in modelling and
characterizing DS (or a part of it) and in testing therapeutic
strategies. Trisomy models have the advantage in that they
overexpress orthologues of multiple genes located on
HSAZ21, permitting the study of how multiple genes interact
to control each other at the level of transcription.
Orthologous genes are frequently linked in similarly
conserved chromosomal segments in the mouse and human
genomes (Mouse Genome Database: http://www.informa-
tics.jax.org). For this reason aneuploidy for regions of the
mouse genome that are conserved on human chromosomes
allows for the study of the effects of over (or under)
expression of multiple genes. HSA21 shows conserved
syntenies to mouse chromosomes (MMU) 16, 17 and 10
(Hattori et al., 2000a,b). Comparative mapping between
mice and humans shows that HSA21 shares a large region of
genetic homology with MMU16. Based on this rationale,
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mice trisomic for MMU16 has been extensively used as a
model for DS. The first mice used had three copies of the
complete MMU16 (Ts16 mice). Ts16 mice exhibit some
characteristics of DS (Miyabara et al., 1984; Gearhart et al.,
1986). However, Ts16 mice die in utero precluding the study
of many of the major features that occur postnatally (e.g.,
mental retardation, Alzheimer’s disease neuropathology). In
addition, only 129 of the 731 genes on MMU16 correspond
to HSA21, and thus Ts16 mice are not trisomic for some
HSA21 genes and have three copies of other genes that are
not implicated in the pathogenesis of DS. In spite of all these
shortcomings, Ts16 mice do model some of the character-
istic features of DS. These features include: (1) cardiac
malformations, which are associated with the Down
syndrome critical region 1 (DSCRI1) gene, encoding a
regulatory protein in the calcineurin/NFAT signal transduc-
tion pathway (Lange et al., 2004), (2) craniofacial and ocular
malformations including a reduction of periorbital con-
nective tissue and micro-ophtalmia (Oster-Granite, 1986)
and alterations in the development of the cerebellum,
hippocampus and cortical plate (Grausz et al., 1991). The
overall reduction in cortical neurons in TS16 is thought to
arise from abnormalities in neurogenesis, a failure of brain-
derived neurotrophic factor-dependent neuron survival and
increased caspase-dependent apoptosis (Haydar et al., 1996,
2000; Bambrick and Krueger, 1999; Dorsey et al., 2002).
Mouse Tsl16 hippocampal neurons demonstrate slowed
depolarisation of the AP, reflecting a reduced TTX-sensitive
voltage-dependent Na* current and a reduced density of Na*
channels. The dihydropyridine-sensitive, voltage-dependent
Ca®* current is increased, reflecting an increased density of
L-type Ca** channels. Abnormal Na* and Ca®* channel
densities are not due to reduced transcription of the main
channel subunits and thus likely reflect post-translational
defects. The abnormalities in Ts16 hippocampal neurons are
opposite in direction to abnormalities in Ts16 DRG neurons,
indicating that there is not a common membrane electrical
abnormality in all Ts16 neuronal types. The cell-type
differences may reflect, however, a common defect in signal
transduction possibly involving channel phosphorylation
(see Galdzicki and Siarey, 2003). Selective failure of BDNF-
dependent survival in cultured hippocampal neurons from
the Tsl6 mouse has been described. This failure is
accompanied by overexpression of a truncated, kinase-
deficient isoform of the BDNF receptor tyrosine receptor
kinase B (NTRK2). Adenovirus-mediated introduction of
exogenous full-length NTRK2 into Tsl16 neurons fully
restored BDNF-dependent survival, whereas exogenous
truncated NTRK2 expression in normal, euploid neurons
reproduced the Ts16 BDNF signalling failure. Thus, the
failure of Ts16 neurons to respond to BDNF is caused by
dysregulation of NTRK2 isoform expression. Such a
neurotrophin signalling defect could contribute to altered
late LTP, thus leading to altered structural properties of the
dendritic spines with consequences in neural plasticity and
possibly in long-term memory storage.

The Ts16 mice present altered corticogenesis (Haydar
et al., 1996). Slowed tangential expansion of the
neuroepithelium in Ts16 resulted in a reduction of final
telencephalic size and is predicted to decrease the number
of radial cortical units in the mature brain. In addition,
radial growth of the Ts16 cortex was delayed probably due
to a defective cortical neurogenesis, since the number of
neocortical founder cells is reduced by 26% in Ts16 mice,
leading to a reduction in overall cortical size at the end of
Ts16 neuronogenesis (Haydar et al., 2000). Thus, altered
proliferative characteristics during Ts16 neuronogenesis
result in a delay in the generation of neocortical neurons,
whereas the founder cell deficit leads to a proportional
reduction in the overall number of neurons. Such prenatal
perturbations in either the timing of neuron generation or
the final number of neurons produced may lead to
significant neocortical abnormalities such as those found
in DS (Haydar et al., 1996, 2000).

More recently three partial trisomic mice of MMU16
became available (see Gardiner et al., 2003 for review):
Ts65Dn mice (Davisson et al., 1990) contain three copies of
MMU16 from App to MxI; Ts1Cje mice have three copies
from SodlI to MxI and Ms1Ts65 (Sago et al., 1998) App to
SodI. The generation by Davisson et al. (1990) of a partial
trisomy 16 mouse, the T's (17'%) 65Dn or Ts65Dn model, that
includes most of the MMU16 region homologous to HSA21
(from App to MxI) but which lacks the remaining
approximately 40% of HSA21 genes (Akeson et al.,
2001) has lead to a major advance in DS research. Although
many genes overexpressed in Ts65Dn are homologous to
those included in the DSCR, these mice do not show some of
the gross abnormalities frequently observed in DS, such as
cardiac valvular congenital abnormalities (Montero et al.,
1996). However, Ts65Dn mice exhibit analogous effects on
craniofacial structures and cognitive deficits (Escorihuela et
al., 1995, 1998; Richtsmeier et al., 2000; Holtzman et al.,
1996; Hyde and Crnic, 2002; Hunter et al., 2003; Wenger et
al., 2004). In terms of behaviour, the Ts65Dn mice show
deficits in reference and working memory that correlate with
frontal cortex BDNF levels (Bimonte-Nelson et al., 2003),
hyperactivity, reduced attention levels (Escorihuela et al.,
1995, 1998; Reeves et al., 1995; Coussons-Read and Crnic,
1996; Holtzman et al., 1996; Hyde et al., 2001), and reduced
responsiveness to nociceptive stimuli (Martinez-Cué et al.,
1999). Although brain size and histology appear normal in
Ts65Dn mice, significant alterations have been reported;
high-resolution magnetic resonance imaging and histologi-
cal analysis reveal neuroanatomical parallels between DS
and Ts65Dn cerebellum (Baxter et al., 2000). Cerebellar
volume is decreased in Ts65Dn mice due to reductions in
both the internal granule layer and the molecular layer.
Granule cell number also is decreased. The cerebellar
dysmorphology in the Ts65Dn mouse parallels that of DS
individuals, and may be related to the global disruption of
the cerebellar transcriptome (Saran et al., 2003). In addition,
stereological morphometric studies demonstrate minor
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Wild Type

Fig. 2. Camera lucida drawings of layer III pyramidal neurons, as seen in the plane of section parallel to the cortical surface, sampled from wild type and
Ts65Dn™~ mice. Illustrated cells have basal dendritic arbours that approximated the average size in each of the groups. Scale bar = 150 um.

irregularities in selected regions of the hippocampus of
Ts65Dn mice, including reductions in the volume of CA2
and in neuronal density in the dentate gyrus (Insausti et al.,
1998).

Of particular interest is the structure of pyramidal cells,
the most ubiquitous neuron in the neocortex. Using
intracellular injections with Lucifer Yellow to visualize
the whole basal dendritic tree, we find that pyramidal cells
are smaller, less branched and 24% less spinous in Ts65Dn
mice than those in controls (Fig. 2). These effects on
pyramidal cell structure parallel those obtained in humans
(see Section 2). The similarity of the structural changes in
the Ts65Dn mice to those in DS, indicate that this model will
provide a means by which to study brain pathology in DS not
possible in humans (see Section 2). More specifically, the
Ts65Dn mouse provides a vehicle in which to study the

microanatomical substrate of mental retardation in DS, and
develop new treatment strategies.

Our group has combined dendritic labelling and synapse
analysis in Ts65Dn mice. At old ages, the temporal cortex of
Ts65Dn mice has a significantly lower number (30%) of
asymmetric (presumptive excitatory) synapses while the
number of symmetric (presumptive inhibitory) synapses is
not different than controls (Kurt et al., 2000). However, the
mean synaptic apposition lengths of both asymmetric and
symmetric synapses were significantly larger in Ts65Dn
mice (15 and 11%, respectively), suggesting that excitatory
synapses are preferentially affected in Ts65Dn mice and that
there is an attempt to compensate for the deficit of
asymmetric synapses by increasing the contact zone area
of existing synapses. Neurochemical studies have revealed
abnormal patterns in signalling pathways involved in
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activity-dependent synaptic stabilisation and dendrite
growth. Adenyl cyclase and phospholipase C signalling
pathways are also severely disturbed in the brain of Ts65Dn
mice and patients with DS (Dierssen et al., 1996, 1997; Ruiz
de Azua et al., 2001). These alterations may lead to
functional abnormalities in the central nervous system since
both basal and stimulated production of cyclic AMP (cAMP)
are reduced in Ts65Dn mice.

In addition, studies investigating alterations of neuro-
transmitters, synaptic ultrastructure, and long-term poten-
tiation demonstrate severe deficits in the limbic system of
Ts65Dn mice (Siarey et al., 1997). Behavioural studies
confirm deficiencies observed at a molecular level, showing
that Ts65Dn mice perform poorly on tasks requiring spatial
memory, including the Morris maze, the land version
of the radial-arm maze (RAM), and context discrimination
tasks.

The results of studies of cultured neurons from human
foetuses with DS and from foetuses of animal models for
DS suggest that the malfunctioning of brain circuits in the
DS brain may arise from abnormal neuronal electrical and
biochemical properties, since long-term memory storage
depends on morphological and biochemical changes
associated with experience-dependent plasticity of neuro-
nal synapses. Changes in spine number and morphology
reflect mechanisms for converting transient changes in
synaptic activity into long-lasting memory. In Ts65Dn
mice, abnormalities in the duration of the action potential
and its rates of depolarisation and repolarisation, altered
kinetics of active Na*, Ca?* and K* currents, and altered
membrane densities of Na™ and Ca®* channels have been
observed (see Galdzicki and Siarey, 2003 for review).
Furthermore, electrophysiological studies of the CAl
region of the hippocampus from the adult Ts65Dn mouse
show synaptic plasticity changes that lead to abnormalities
in LTP and LTD, models of learning and memory (Siarey et
al., 1999; Galdzicki and Siarey, 2003).

Ts1Cje is another partial trisomy 16 mouse model for
Down syndrome that exhibits learning and behavioural
abnormalities (Sago et al., 1998). The Tsl1Cje mouse
contains a translocated chromosome 16, and is at dosage
imbalance for 67% of the genes triplicated in Ts65Dn. It has
been attempted to assess the phenotypic contribution of the
region of difference between Ts65Dn, Ts1Cje, and a new
segmental trisomic (Ms1Ts65) for the region of difference
(APP to Sod1) by generating these models as littermates and
testing them in parallel. Whereas triplication of Sod1 to Mx1
plays the major role in causing the abnormalities of Ts65Dn
in the Morris water maze, imbalance of APP to Sodl also
contributes to the poor performance, so that although the
performance of Ts1Cje mice was similar to that of Ts65Dn
mice, Ts65Dn was more severely affected in the reverse
probe tests. By contrast, the deficits of Ms1Ts65 mice were
significantly less severe than those of Ts65Dn (Sago et al.,
2000). However, although this first report indicated a
dosage-imbalance effect in learning and memory, subse-

quent work on other phenotypes gave rise to contradictory
results. Trisomic mice have cerebellar pathology with direct
parallels to DS. When studying the cerebellar phenotypes in
detail, by comparing the three available trisomic models,
cerebellar volume was significantly affected to the same
degree in Ts1Cje and Ts65Dn, despite that Ts1Cje has fewer
triplicated genes. However, dosage imbalance in Ts1Cje had
little effect on granule cell and Purkinje cell density. Several
mice with dosage imbalance for the segment of the Ts65Dn
chromosome not triplicated in Ts1Cje had phenotypes that
contrasted with those in Ts1Cje (Olson et al., 2004). These
observations point to specific gene action in DS more than a
general dosage-imbalance effect.

4. Pharmacological and non-pharmacological strategies
targeting cognitive functions treatments: can we
change Down syndrome brains?

4.1. Drugs to improve cognition

Over the years a wide range of therapies to improve
cognition in persons with DS have been studied. At present,
there is no proven pharmacological treatment for the
cognitive or language impairments in DS. Different
strategies for the treatment of cognitive deficits in DS have
been employed. Dietary supplements such as vitamins and
minerals have been proposed to increase the intelligence
coefficient in subjects with DS. These approaches are based
on the premise that a biochemical imbalance exists in DS.
However, recent reviews clearly show no effectiveness of
vitamin or mineral supplement in any of the included trials
(Salman, 2002; Roizen and Patterson, 2003). Given what is
now known regarding the critical periods for synaptic
development and the organisation of large-scale neuronal
circuits in the developing cerebral cortex, it appears that
there may exist a window of opportunity during which
specifically targeted, pharmacologic intervention could
exert a significantly favourable biologic effect during
development. Pharmacologic agents that increase the brain’s
responsiveness to activity-dependent plasticity may be of
particular therapeutic benefit to children with some forms of
mental retardation. Currently available medications have
targeted cholinergic neurotransmission and to a lesser
degree glutamatergic neurotransmission, both of which play
important roles in learning, memory, and developmental
organisation of the brain.

Enhancement of electrochemical signalling in the brain is
based on chemical facilitation of existing synaptic function
and is considered to be of short-term benefit. Current
pharmacologic strategies, including nootropic drugs such
piracetam, a cyclic derivative of gamma amino butyric acid
(GABA), are claimed to improve the efficiency of higher
order functions in the brain that are involved in cognitive
processes such as learning and memory. In addition, based
on studies in animals demonstrating synergistic effects of
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combined piracetam/choline treatment, this combination
treatment has been recommended for DS. However, the first
formal assessment of the efficacy of piracetam in DS has not
been positive (Lobaugh et al., 2001). Results from a recently
reported double-blind, placebo-controlled, crossover study
of the efficacy of piracetam for increasing cognitive
functioning in DS have shown not only that piracetam
treatment did not enhance cognitive performance but also
that it was associated with a number of adverse effects in
children with DS. More recently, the efficacy of piracetam
treatment has been explored in Ts65Dn mice, and after
cognitive evaluation, the data reveal no support for the
treatment of individuals with DS (Moran et al., 2002).

The ““cholinergic hypothesis” of memory dysfunction
has done much to focus research efforts on cholinergic
strategies for the enhancement of learning and memory.
Medications that affect cholinergic neurotransmission
include acetylcholine precursors, acetylcholinesterase inhi-
bitors, and muscarinic agonists. DS is associated with early
dementia with similarities in pathology and biochemistry to
AD, providing a rationale for the use of cholinesterase
inhibitors (see Gustavson and Cummings, 2003). There is a
known loss of cholinergic neurons providing input to limbic
structures and cortex in both AD and DS. There is
accumulation of abnormal beta-amyloid in both disorders,
which presumably causes neuronal death and hence a
presynaptic deficit. Cholinesterase inhibitors can be
predicted to be helpful in this disorder and are beneficial
for some of the cognitive and functional deficits associated
with AD. However, despite considerable theoretical reasons
to suggest patients with DS, especially those with concurrent
dementia, could derive benefit from cholinesterase inhibitor
therapy, there are currently few studies reported in the
literature from which to draw a conclusion. Some authors
claim improvement in socialisation subscale and adaptive
behaviour composite score (Kishnani et al., 1999) in patients
with DS with or without dementia (Lott et al., 2002; Prasher
et al., 2002). Others report no clinical benefit and frequent
adverse effects (Cipriani et al., 2002; Hemingway-Eltomey
and Lerner, 1999). Recently, adults with DS were treated
with donepezil as a therapy for language deficits. The results
indicate an improvement in expressive language perfor-
mance in patients with DS (Heller et al., 2003).

Tests of various hormone therapies, including thyroid,
steroid and growth hormone have yielded only poor results.
However, a recent study carried out in Ts65Dn mice
indicates that estrogen treatment can restore cognition and
cholinergic phenotype. The authors show that female mice
(11-15 months) that received a subcutaneous estrogenic
pellet improved learning of a T-maze task and normalized
behaviour in reversal learning of the task, a measure of
cognitive flexibility (Granholm et al., 2000). Moreover, the
total number of cholinergic neurons in the medial septum,
identified by alterations in amyloid precursor protein as well
as dendritic and cholinergic markers, increased (Granholm
et al., 2002, 2003). The authors suggest that estrogenic

treatment might be a viable therapeutic approach for women
with DS coupled with dementia.

Drugs targeting the glutamatergic system are among
the most novel modalities in treating disorders of memory
and learning. These drugs have grown in proportion to
advancements in our understanding of the physiologic and
pathologic alterations underlying mental retardation.

Animal models of memory formation indicate that
synaptic events lead to an intracellular cascade involving
calcium fluxes, a variety of protein kinases, and activation of
transcription factors and immediate early genes such as c-
Fos, c-Jun and Zif-268 (see Rose, 2002 for review). An
important step in this sequence involves the cyclic-AMP-
responsive-element-binding protein (CREB), which is
implicated in memory formation in both Drosophila and
mice. However, the ability of these interventions to enhance
human memory through facilitation on synaptic activity-
dependent events remains speculative at present.

Although gene therapy for DS is probably years down the
road, it holds great promise for increasing the specificity of
treatments while reducing unnecessary or dangerous side
effects. In DS, where overexpression of a number of genes
exists, gene therapy approaches will have to focus in
reducing gene expression. As we begin to understand the
function of specific genes and identify the contribution of
individual genes to the overall phenotype, partial gene
therapy for specific defects could be a good approach. One
of the main caveats for gene therapy is that it requires a
technology capable of gene transfer in a wide variety of
cells, tissues and whole organs. To date, antisense
oligonuceotides or ribozymes were the only available tools
for reducing gene expression. Several in vivo studies have
shown that antisense oligonucleotides directly delivered to
the brain of animals modify behaviour (Zapata et al., 1997;
Persico et al., 1998). This finding strongly supports the
proposal that reducing gene expression by gene therapy
approaches has the potential to treat disorders associated
with gene overexpression in the CNS. Although still not
optimum, several delivery vectors are available to introduce
genes (Somia and Verma, 2000). Highly efficient systems,
such as adenovirus, adeno-associated virus and more
recently lentivirus, deliver genes into mature neurons
both in vivo and in vitro, allowing the design of gene
therapies for brain diseases (Costantini et al., 2000). A
novel, very powerful gene silencing mechanism, RNA
interference (RNAI), recently was discovered. Gene therapy
approaches that are being developed that are based on this
technology hold great promise for targeting candidate
overexpressed genes in DS (McManus and Sharp, 2002;
Song et al., 2003).

4.2. Non-pharmacological strategies
Early implementation of special education programs

leads to improved cognitive abilities in individuals with DS
(Connolly et al., 1993; Foreman and Manning, 1986) but the
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cognitive improvements achieved are limited, and tempor-
ary. The neural correlates of the temporary effects are
unknown. Animals reared in enriched environments out-
perform conspecifics in learning, memory and visual acuity,
suggesting that circuits are modified in order to optimise
multiple levels of information processing and storage
(Fernandez-Teruel et al.,, 1997; Prusky et al., 2000).
Structural differences in the cerebral cortex are thought to
underpin these behavioural improvements. Past studies of
the intact brain using Golgi impregnated material correlate
changes in dendritic spine morphology with development,
enriched environment and aging. The rationale for these
studies is that alterations in these conditions would exert
major changes in brain structure and function (Rosenzweig
et al., 1972; Volkmar and Greenough, 1972; Globus et al.,
1973). These studies show that experience correlates with an
increase in the spine density, in the complexity of dendritic
arbourisation and in the length of cortical dendrites.

Recently, the effect of enriched environment applied to
pups for 7 weeks after weaning upon behavioural and
cognitive performances was assessed in partially trisomic
Ts65Dn mice. Exposure to complex environments modu-
lated behaviour and spatial memory in Ts65Dn and euploid
mice (Martinez-Cue et al., 2002). Moreover, the effects on
behaviour were sex-specific. Environmental enrichment
induced a slight but significant improvement of performance
in Ts65Dn females but worsened performance in Ts65Dn
male mice in the Morris water maze. These results indicate
that gender is a factor that impacts this behavioural
intervention (Martinez-Cue et al., 2002).

In our experimental design (Dierssen et al., 2003),
euploid, non-trisomic mice exposed to an enriched
environment showed increases in dendritic complexity
and in the number of spines. These effects could account
for the better performance on some of the behavioural tasks.
However, environmental enrichment did not alter the spine
density or the number of spines in Ts65Dn mice. These
results suggest that the molecular pathways that mediate
neuronal reinforcement in the early stages of pruning might
be affected by the partial trisomy of MMUI16, resulting in
different behavioural and cognitive abilities. Despite the
marked differences in the number of spines found on the
dendritic arbours of pyramidal cells in the different
experimental groups, the distribution of the spines through-
out the arbours remains remarkably similar (Elston and
DeFelipe, 2002).

Mechanisms that determine spine morphology remain
controversial. In cortex, it has been suggested that processes
which lead to shrinkage and elongation of dendritic spines
are controlled locally. In contrast, processes leading to the
formation of novel spines may extend beyond local
biochemical events (Smart and Halpain, 2000) or may be
engineered centrally, through messages arriving from the
soma, where a global increase in dendritic spine density is
seen after a nuclear message (phosphorylation of CREB)
(see Segal, 2001 for review).

Recently it has been documented that levels of
neurotrophic factors such as BDNF increase in the central
nervous system in response to enhanced environmental
complexity (Falkenberg et al., 1992; Ickes et al., 2000; Pham
et al., 1999; Torasdotter et al., 1998). Levels of BDNF are
altered in Ts65Dn mice and in children with DS
(Calamandrei et al., 2000). This neurotrophic factor impacts
the survival of the basal prosencephalon cholinergic nucleus
(Cooper et al., 2001; Delcroix et al., 2004). Other candidate
molecules that guide morphological restructuring, synapto-
genesis, and synaptic weighing and that control the plastic
changes induced by environmental enrichment in the CNS
(Rampon et al., 2000) may also be affected in this DS model.
Thus, the behavioural consequences of enrichment observed
in the Ts65Dn mice may not be entirely the result of the
structural reorganisation of the pyramidal cells of the frontal
cortex. Since stable long-term changes in spines are involved
in the formation of stable memories, it might be argued that
the less-stable behavioural effects of environmental enrich-
ment could be dependent on more transient effects on
functional synaptic mechanisms.

5. Conclusions

This paper addresses the mechanisms that cause mental
deficiency in Down syndrome and the enduring question of
the relationship between structure and function in the
cerebral cortex. DS is associated with several brain
abnormalities including altered cortical volume, stratifica-
tion, dendritic atrophy, cellular differentiation and synaptic
dysgenesis during the post-natal period. Some of these
changes, such as dendritic alterations are also present in
other cognition disorders and have been proposed as the
most consistent anatomopathological feature of mental
retardation. A better understanding of DS neuronal networks
is essential to understand the alterations of cognitive
processes, and to achieve this goal animal models have
enormous potential to elucidate mental retardation mechan-
isms that may be acting in humans. Animal models can
overcome many of the limitations inherent in studies of
human patients, such as rarity of the disease, extremely
complex genetic background and logistical and ethical
constraints in the design and execution of experiments with
human subjects. To date, these models have helped in the
clarification of the pathophysiology/pathogenetic mechan-
ism of disease and they will serve the exploration of
therapeutic approaches in the near future. Studies with the
various animal models of DS at different developmental
stages have recreated certain conditions that result in
abnormal learning capabilities in DS, and previous work has
found abnormalities of cortical volume, lamination, pro-
liferation and connectivity. We propose that some genes are
major candidates to explain the dendritic spine functional
and structural alteration. These genes will most probably be
those who have been proven to produce a dosage-dependent
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phenotype. Changes in levels of expression of these genes
may lead to changes in timing and synaptic interaction
between neurons during development, which can lead to less
than optimal functioning of neural circuitry and signalling at
that time and in later life.
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Trisomy 21 or Down syndrome (DS) is a complex syndrome, of genetic origin with multiple
and variable neurobiological and neuropsychological manifestations. DS patients have
consistent signs of brain damage along their lives, but understanding the biology of DS is
complicated due to the extraordinary heterogeneity of the phenotypic signs. Thus, treatment
of DS mental retardation poses significant challenges for clinicians and scientists. The review
addresses the classical pharmacological and environmental treatments and also critically
reviews the new possibilities that are emerging from the exciting advances in gene or cell
therapy. We describe some of the most recent developments in the field and give a sense of the
prospects for future prevention and therapy.
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INTRODUCTION

Down syndrome (DS) or trisomy 21 is the most fre-
quent genetic cause of mental retardation with a
prevalence of 1:800-1000 live births. Abnormal cen-
tral nervous system (CNS) function is universal in
individuals with DS and is noted during development
and adult life (Reviewed in Benavides-Piccione et al.,
2004). Hypotonia in the newborn period is followed
by developmental delay and mental retardation. In
addition, all individuals with DS demonstrate the
neuropathology of Alzheimer disease (AD) by age
30-40 years (Wisniweski et al., 1985). The most
burdening feature in people with DS is a spectrum of
cognitive disabilities that impedes these individuals
and their families to have a normally integrated and
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independent life. The IQ in DS patients ranges be-
tween 20 and 80 and mental retardation is assumed to
be the consequence of the abnormal development and
function of the CNS. Learning can be complicated by
a counterproductive style that includes avoidance
strategies when faced with cognitive challenges and
deficiency in language production that often causes
substantial impairment.

Individuals with DS have other behavioral and
psychiatric problems, most frequently a disruptive
behavior disorder such as attention deficit, hyperac-
tivity disorder (6.1%), conduct/oppositional disorder
(5.4%), or aggressive behavior (6.5%). 25.6% of
adults with DS have a psychiatric disorder, most
frequently a major depressive disorder or aggressive
behavior. The American Academy of Pediatrics and
the Down’s Syndrome Medical Interest Group have
developed guidelines for the medical management of
individuals with DS that focus on the medical prob-
lems of adolescents and adults (see Roizen and
Patterson, 2003, for review).

Here we focus on the therapeutic attempts that
have been made on restoring cognition in DS.

0001-8244/06/0500-0454/0 © 2006 Springer Science+Business Media, Inc.
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However, in facing this question, it should be borne
in mind that DS has been considered a hopeless dis-
ease from the therapeutic point of view, as have been
other developmental disorders. This lack of confi-
dence in the therapeutic possibilities in DS, along
with the erroneous concept that DS frequency will be
reduced with the increasing use of the prenatal
diagnoses and of therapeutic abortion, has deter-
mined the extremely reduced financial investment of
public funding agencies for research in this area.
However, there is increasing scientific evidence that
raises the concept that DS brain holds potential for
intervention, but we need to profoundly understand
the pathogenesis and precisely determine the best
therapeutic targets to be able to develop evidence-
based therapies.

One of the most interesting ideas that has
emerged from recent research it has been that a
progressive neurodegenerative process is burdening
DS brains (see Benavides-Piccione et al., 2004 for
review). The findings supporting this assumption
could explain that the rate of cognitive development
tends to slow down as DS children get older (Nadel,
2003). Although in early infancy they function in the
low range of typical development, the intelligence
quotient decreases in the first decade of life; in the
adolescent years cognitive function reaches a plateau
that continues into adulthood. In fact, postmortem
studies show that DS persons start their lives with an
apparently normal neuronal architecture that pro-
gressively degenerates. Becker et al. (1986) showed
that in infants with DS younger than 6 months,
dendritic branching and length in both apical and
basilar dendrites were greater than in normal infants.
During the peak period of dendritic growth and dif-
ferentiation, quantitative analysis of dendrites in
layer Illc pyramidal neurons of prefrontal cortex
(prospective area 9) of the brains of 2.5-month-old
infants revealed no significant differences in dendritic
differentiation between euploid and DS cases (Vuksic
et al., 2002). In contrast, basilar dendrites of cortical
pyramidal neurons are shorter than normal in DS
subjects older than 4 months (Takashima et al.,
1981). Thus, normal or even increased dendritic
branching in the DS fetus and newborn contrasts
with reduced dendrites and degenerative changes in
older children with DS. These findings suggest that
children with DS begin their lives with morphologi-
cally normal neurons and pathological changes in key
prefrontal input—output neuronal elements occur
after 2.5 months of postnatal age. Subsequent to this
age, there is a steady decrease so that in subjects with
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DS older than 2 years, these parameters are reduced
relative to controls especially in apical dendrites
(Becker et al., 1986). Adult brains of patients with
DS present specific features: reduction in brain size,
mainly affecting specific brain areas such as the cer-
ebellum and the hippocampus with functional con-
sequences (Pennington ez al., 2003), decreased
number and depth of sulci in the cerebral cortex,
neuronal heterotopias, abnormal neuronal migration/
differentiation, decreased neuronal density more
importantly affecting specific cell populations such as
granule cells in cerebral cortices (see Florez, 1992 for
review), and dendritic anomalies (Becker et al., 1991;
Marin-Padilla, 1972, 1976; Takashima et al., 1994).
Part of these alterations may be dependent on a ge-
netic effect but some of them are more probably due
to a reduced remodeling potential and impaired
neural plasticity in DS. The molecules involved in
plasticity or neural connectivity hold thus potential
for being best targets for therapy.

In the search of candidate molecules for DS
therapy it is interesting to note, that though most DS
cases are caused by the presence of an entire extra
copy of HSA-21, a small number have a “partial
trisomy,” resulting from an unbalanced translocation
or partial duplication of the long arm of HSA-21.
These infrequent cases of partial trisomy 21 have
allowed the definition of the DS critical region of
HSA-21 within the q22 region that includes a subset
of genes that when present in three copies results in
the major phenotypic features of DS, including the
characteristic facial appearance, congenital heart
disease, and mental retardation.

Thus, genes in the DS syndrome critical region
that are shown to be dosage sensitive should be
explored in good in vivo model systems with the goal
of normalizing their dose and evaluating the impact
of this normalization on specific phenotypes. An
carlier step is to determine the phenotypic impact of
their overexpression on in vivo models.

ARE THERE EVIDENCE-BASED THERAPIES
IN DS?

To date most of the therapeutic approaches to
DS have been based on three major streamlines: (1) in
the experiences on other diseases, such as AD, that is
present in almost 100% of DS patients, (2) on general
unspecific nutritional-based approaches, leading to a
non-targeted general amelioration, justified by the
theoretically reduced risk of these approaches, or (3)
on early intervention programs, that have been
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effective in the short, but not in the long term. Recent
advances in molecular neuroscience have begun to
provide the answers to key questions in the under-
standing of the pathogenesis and in the identification
of candidate genes that may be potentially good
target molecules for therapy. Most promising in the
long run, our understanding of the basic mechanisms
underlying DS mental retardation has lead to the
hypothesis that DS is a disorder that results from
disruption of postnatal or experience-dependent
synaptic plasticity (see Dierssen and Ramakers, in
press). Thus, early interventions offer the promise of
disease-modifying strategies for use early in disease
and during the whole life period, although, to address
a scientific-based strategy it is necessary to clearly
identify environmental modifiers for specific cognitive
phenotypes and environmental factors that alter the
neurobiological or behavioral phenotypes (Dierssen,
2003a).

However, there have been in the last years
important advances in new therapeutic tools that may
redraw our premises in mental retardation therapy,
integrating genetics and neuroscience research, and
codifying the notion that there’s a need for evidence
based therapy and translational research to identify
genes linked to the disease, specifically for the cog-
nitive symptoms, but also for drug response in these
patients. However, to address the crucial question of
what are the better candidate molecules for therapy,
it is necessary a good definition of the neurobiological
phenotype, that specifies the cognitive abilities,
emotional regulation, brain-imaging profile, and
other qualities is necessary, along with an accurate
definition of the behavioral phenotype that classifies
the expression of disease-related behaviors, including
their range and frequency.

Over the years, two types of interventions have
been advocated to enhance the cognitive function in
DS. The first is early intervention programs to help
children with DS develop their full potential. It seems
likely that these programs influence the children’s
social skills and performance rather than affecting the
underlying cognitive deficit. The second is various
drugs, vitamins and minerals that have been widely
claimed to increase IQ in subjects with DS. It is
suggested that the biochemical imbalances and ge-
netic metabolic deficiencies can be treated with extra
quantities of vitamins and/or minerals. An example is
the increased oxidative stress in DS that led to the
assumption that antioxidant nutritional supplements
might be beneficial in this condition. However, apart
from specific treatments on older DS patients, with

few exceptions, the trials performed provide no po-
sitive evidence of drugs, vitamins and minerals en-
hance either cognitive function or psycho-motor
development in people with DS. In view of the po-
tential side effects of the very large doses that have
been proposed by proponents of some forms of this
nutritional therapy and their unproven efficacy and
safety records compounded by their widespread use
and ease of access, the need for large well conducted
trials is clear.

PHARMACOLOGICAL TREATMENTS

To date there are almost no evidence-based
pharmacological therapies in DS. Our poor knowl-
edge of the underlying neurotransmitter system
alterations, the cellular signaling events that may be
disrupted or the impairments in activity-dependent
structural changes underlying cognitive dysfunctions
have conditioned a exploratory pharmacology, with
rather poor results.

The therapies used to improve CNS function in
DS can be classified in unspecific and specific CNS
treatment, where nutritional, nootropic and hormone
treatment could be considered as unspecific whereas
specific treatment would be that specifically directed
to one of the symptoms of the syndrome (see Fig. 1).

One of the most widely used family of drugs in
DS have been nootropic agents, that are claimed to
improve the efficiency of the higher telencephalic
functions of the brain involved in cognitive processes
such as learning and memory (Vernon et al., 1991) in
instances of brain dysfunction. These drugs are sup-
posed to work in one of two main ways: either by
increasing blood flow to the brain, or by boosting the
levels of one or other of the neurotransmitters
thought to play a part in learning and memory. The
term “‘nootropic” was coined by the pharmacologist
Cornelius Giurgea in the 1970s from the Greek,
meaning acting on the mind. To qualify as a noo-
tropic, a drug had to: (a) Enhance learning and
memory, especially under conditions of disturbed
neural metabolism resulting from a lack of oxygen,
electroshock or age-related changes (b) Facilitate
information flow between the cerebral hemispheres
(¢) Enhance the general resistance of the brain to
physical and chemical injuries and (d) Be devoid of
any other psychological or physiological effects.

The rationale for the use of these drugs came
from stroke patients where the reduced blood flow
could benefit from increasing cerebral blood flow and
diminishing hypertension. The second reasoning
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came from work on the neurochemical deficits in AD.
One of the characteristic features of AD is progres-
sive loss of memory. Postmortem studies of the brains
of AD patients show a dramatic destruction of neu-
rons, and particularly neurons which secrete or utilize
the neurotransmitter acetylcholine. During the 1970s,
research with animals also suggested that acetylcho-
line might be a key neurotransmitter in memory
formation; for instance drugs such as scopolamine,
which deplete brain acetylcholine also impair
memory. In the early 1980s these observations gave
birth to the cholinergic hypothesis of memory loss.
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Attempts to increase the brain’s supply of acetyl-
choline suggested the use of acetylcholinesterase
(AChE) inhibitors along with food additives that are
potential metabolic precursors of acetylcholine, such
as choline and acetylcarnosine.

Despite the focus on the role of acetylcholine,
the complex processes that underpin cognition and
memory broadened the search of cognitive enhancers
to include agents that interact with other neuro-
transmitters, including glutamate, serotonin (5-HT)
and dopamine and to other agents. Experimentally,
there is some evidence that calcium channel blockers,
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Fig. 1. Pharmacological approaches to DS. (a) CNS-directed treatments: unspecific (nutricional, neurotrophic and others) and specific
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glutamate agonists, 5-HT antagonists and certain
piracetam derivatives can help laboratory animals
learn highly specific tasks if the agent is injected
around the time of training. But in many cases, it is
not clear how the drugs act in animal tests. Some may
work by interfering with the molecular events leading
to memory, others by affecting the animal’s general
level of physical activity. Testing memory in non-
humans presents nearly as many ambiguities as
studying it in humans.

In the racetam family, piracetam, a cyclic deriv-
ative of Y-amino butyric acid (GABA) has received
the most interest for the treatment of cognitive
problems in DS. In Canada, researchers studied 25
children with DS treated with piracetam in a double-
blind crossover trial. However, tests of attention,
learning, and neurocognitive function showed no
consistent beneficial cognitive effect versus placebo.

A key stage in the molecular cascade of memory
formation appears to be the opening of membrane
channels through which calcium ions flow. Calcium
channel blockers such as verapamil, diltiazem,
nifedipine, nitrendipine and nimodipine are not only
widely used to treat hypertension, and hence might
affect cognition by increasing cerebral blood flow,
but also block the entry of calcium ions into neurons.

In some cases the therapeutic agents used are
based on specific DS brain features. This is the case of
the neurotransmitter enhancer drugs, addressing
specific neurochemical dysfunctions. However, the
poor understanding of the synaptic dysfunction in DS
has led to poor results in these therapeutic ap-
proaches. On the other hand, memory enhancement
research is primarily geared toward neurodegenera-
tive diseases, and thus many treatments in DS are
based on therapies used in AD due to the genetic
relationship between both diseases.

Below we outline some of the most popular
therapeutic approaches that have been used in DS
over the last years.

Cholinergic System

Beyond 35 years the neuropathological changes
seen in DS brains are identical to those seen in
sporadic AD. Life tables for DS indicate that,
although survival is significantly poorer than for the
general population, over half of individuals can be
expected to survive into their fifties and 13.5% will
still be alive at age 68 years thus increasing the
possibility of the appearance of dementia. In a

comparison with other individuals with mental
retardation without DS, Zigman er al. (1995) found
that adults with DS are significantly more likely to
have dementia, with odds ratios of 1.68-8.56.
Genetic, neuropathological and neurochemical simi-
larities between DS and AD have motivated the use
of AD therapy in DS patients. As occur in AD,
neurodegenerative changes in DS are characterized
by progressive accumulation of senile plaques and
neurofibrillary tangles, and have a similar regional
distribution as in AD (Mann, 1988; Wisniewski et al.,
1985). Individuals with DS develop progressive
degeneration of basal forebrain cholinergic neurons
(BFCNs). This phenotype is also observed in partial
trisomy 16 (Ts65Dn) mice, an animal model of DS
that exhibits progressive loss of BFCNs and cognitive
ability. In fact lower brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) and neurotrophic growth factor
(NGF) protein levels in the frontal cortex may be
associated with the working memory impairment
observed in trisomic mice (Bimonte-Nelson et al.,
2003).

Acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholin-
esterase (BuChE), the enzymes that break down
Acetylcholine are found in neurons and glia as well as
in neuritic plaques and tangles in AD patients
(Wright et al., 1993). In the cortex of patients affected
by AD, AChE activity decreases progressively from
mild to severe stages of the disease to reach in certain
brain regions only 10-15% of normal values while
BuChE activity is unchanged or even increased to a
maximum of 120% (Perry et al., 1978). Cholinergic
hypofunction is thought to contribute to dementia-
related cognitive decline and remains a target of
therapeutic intervention for AD. Oftentimes patients
with AD have inadequate amounts of acetylcholine in
the synapses between neurons. Thus, the few
currently approved drugs are acetylcholinesterase
inhibitors that work by boosting the effectiveness of
the neurotransmitter acetylcholine, increasing the
synaptic availability of the neurotransmitter. Gener-
ally, however, these drugs have only modest effects in
patients with AD.

Donepezil and galantamine are selective inhibi-
tors of AChE, whilst rivastigmine is a dual inhibitor
of AChE and BChE. From the clinical point of view,
the most significant therapeutic effect of cholinester-
ase inhibitors in AD treatment is to stabilize cognitive
function and a decrease in confusion at a steady level
during at least 1-year period in approximately 50%
patients (Giacobini, 2004).



Evidence-based therapies in down syndrome

Cholinesterase inhibitor treatment has also been
used in DS. Four published trials on a small number
of patients for a period of 840 weeks demonstrated a
decrease in confusion and improvement of cognition
One example of AChE inhibitors is donepezil therapy
in patients with DS that may be more sensitive to
donepezil than to other drugs and may benefit from
this treatment, although they may also have more
frequent adverse effects. Donepezil has been
proposed to be a useful medicine for specific DS cases
with severe cognitive impairment or mental retarda-
tion if the adverse effects are manageable (Kondoh
et al., 2005). The combination of cholinesterase
inhibitors with estrogens, antioxidants, and anti-
inflammatory drugs may represent a further
improvement of the therapy (Capone, 2001).

However, cholinergic therapy is now not only
directed to the AD associated symptoms, but also
several trials have been performed in DS children. In
pilot studies, improvements in global function
(Kishnani et al., 1999) and expressive language
function (Heller ez al., 2003) were reported following
cholinergic therapy (donepezil hydrochloride). More
recently (Heller e al., 2004) a significant improve-
ment was reported in overall language performance
in a small open-label clinical trial of donepezil in
children with DS. The improvement was specific of
selective aspects of language performance (particu-
larly aspects of expressive language). This result is
noteworthy in the context of similar findings of lan-
guage improvement in autistic children treated with
two different cholinesterase inhibitors, donepezil
hydrochloride (Chez et al., 2001), and rivastigmine
(Chez et al., 2004). However, these findings should be
viewed as preliminary and interpreted with caution
because of methodological limitations such as an
extremely small sample size, lack of power for formal
statistical control, repeated comparisons across a
relatively short time span (16 weeks), and the lack of
an untreated control group (Heller et al., 2004).
Taken together the results of individuals with DS and
with autism suggest a relationship between language
performance and the cholinergic system that extends
across syndromes and that cholinergic therapy is a
potential treatment for language impairment in
children and adults with significant developmental
delays.

Serotoninergic System

Serotonin acts as a growth factor during
embryogenesis, and serotonin receptor activity forms
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a crucial part of the cascade of events leading to
changes in brain structure. The serotonergic system
plays a well-known role in integrating emotion, cog-
nition and motor function. The serotonergic system
interacts with BDNF, S100beta, and other chemical
messengers, in addition to its cross talk with the
GABAergic, glutamatergic, and dopaminergic
neurotransmitter systems. (Sodhi et al., 2004).

A large body of evidence exists on altered
platelet serotonin uptake and metabolism in DS.
There is a specific 5-HT dysfunction found in basal
ganglia (caudate nucleus) of adult DS, which is not
present in AD (Seidl et al., 1999). Serotonin trans-
porters (SERTSs) are presynaptic proteins specialized
for the clearance of serotonin from the synaptic cleft.
Besides, dysregulation of SERTSs expression have
been reported in various complex behavioral traits
and disorders including, neurodegenerative disorders.
Frontal cortex SERT is significantly increased in DS,
whereas in cerebellum, no significant difference with
control population has been observed. Moreover, a
region-specific alteration in SERT expression may
exist in DS with AD-like pathology (Gulesserian
et al., 2000). As little is known about the status of
serotonergic synaptic markers in DS brain, the find-
ings may contribute to an effort made to delineate the
underlying causes of serotonergic dysfunction in DS
and the quest for therapeutic strategies.

Infact treatment with selective serotonin-reuptake
inhibitor (SSRI) medication has been used in DS for
cases where non-cognitive symptoms were prominent
and included aggression, social withdrawal, and
depressive, apathetic and compulsive behaviors. Non-
cognitive symptoms are a cardinal feature of
functional decline in adults with DS and may repre-
sent either depression or AD. In some patients, the
symptoms respond well to SSRI agents with
concomitant improvement in daily function
(Geldmacher et al., 1997). Similar trials have been
performed with a low dose antidepressant (trazodone)
combined a serotonin-enhancing diet to reduce
aggression and severe self-injurious behavior in some
adult cases with DS (Geyde, 1990, 1991).

Pharmacological Modulation of NMDA

Synaptic transmission mediated by the NMDA
receptor has been implicated in many physiological
functions, including synaptic plasticity, long term
potentiation, information storage and development,
as well as a number of pathological conditions such
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as AD (Scheuer et al., 1996) and Parkinson disease,
AIDS, epilepsy, focal and global ischemia and stroke.
Since the proposal that excessive glutamatergic
stimulation could be responsible for neuronal suf-
fering and death, excitotoxicity and glutamate uptake
deficits have been repeatedly confirmed to play a key
role in the pathogenesis of different neurological
diseases. Therefore, it is conceivable that assessing
the glutamatergic system function directly in patients
could be extremely useful for optimization of ther-
apy. A possibility is offered by assessing glutamate
levels in biological fluids, such as plasma and CSF,
but the possibility of directly assessing glutamatergic
functional parameters, such as amino acid reuptake,
would probably mirror closely the actual excitotoxic
damage operative in each patient. Findings obtained
in peripheral ex vivo cells, such as platelets and
fibroblasts, both displaying a functional glutamate
reuptake system, in glutamate uptake in peripheral
cells of AD and DS. In the Ts16 mouse, a model for
DS, abnormal glutamate mediated responses during
cortical development with a possible impact on neu-
ronal migration at critical stages (Siarey et al., 1997)
have been reported. The data indicate that oxidative
stress may play a key role in these phenotypes.

Antiinflamatory (Non-Steroidal) Agents

DS human brains exhibit activated microglia
and elevated levels of proinflammatory cytokines
(Griffin et al., 1989) that have been suggested to play
an important role in DS associated AD-like pathol-
ogy (McGeer and McGeer, 1995, 2001; Schubert
et al., 2001).

In mice, antiinflammatory non-steroidals have
demonstrated  neuroprotective  properties  in
immunotoxic BFCNs lesions and improve memory
(Mufson et al., 1993). Minocycline (semisynthetic
tetracycline with antiinflammatory properties) is an
established antiinflammatory and neuroprotective
drug and may provide a novel approach to treat
specific AD-like pathologies (Hunter et al., 2004a).
Recently it has been reported that minocycline
treatment inhibits microglial activation, prevents
progressive BFCN decline in the DS mouse model,
Ts65Dn, and markedly improves performance on a
working and reference memory task.

However, inflammatory alterations may also
occur during the whole life-span of DS patients since
some candidate genes for DS, such as DSCRI1 are
regulated by vascular endothelial growth factor
(VEGF) in endothelial cells. Consistent with an

antagonistic function on calcineurin (CnA) signaling,
expression of DSCRI in endothelial cells blocked
dephosphorylation, nuclear translocation, and activ-
ity of nuclear factor of activated T cell (NFAT), a
transcription factor involved in mediating CnA
signaling. The negative regulatory feedback loop
between DSCR1 and CnA signaling in endothelial
cells may represent a potential molecular mechanism
underlying the expression of inflammatory genes
following activation of endothelial cells (Hesser et al.,
2004).

In the CNS an activation of pro-inflammatory
cytokines is associated with cognitive disturbances.
This process is mediated by prostaglandins and cyclo-
oxygenase-2 (COX-2). Thus, COX-2 inhibitors have
been suggested to show beneficial effects in disorders
associated with cognitive disturbance, although clin-
ical effects on cognition have not been shown, but
they may open interesting therapeutic possibilities for
DS (Muller et al., 2005).

Antiepileptic Drugs

Although seizures and epilepsy were not men-
tioned in the original description of DS, the preva-
lence of seizures in individuals with DS is now known
to be higher than in the general population but lower
than in patients with some other types of mental
retardation. Reported rates of epilepsy in DS range
from 1 to 13%. The increased seizure susceptibility in
DS has been attributed to inherent structural anom-
alies of the brain or to medical complications asso-
ciated, such as cardiovascular abnormalities and
recurrent infections. Several authors suggest that an
interplay between inherent structural brain anomalies
in DS, such as fewer inhibitory interneurons,
decreased neuronal density, abnormal neuronal
lamination, persistence of dendrites with fetal mor-
phology, or primitive synaptic profiles may play a
role in epileptogenesis (Becker, 1991; Romano et al.,
1990; Stafstrom, 1993; Stafstrom et al., 1988).
Altered membrane potassium permeability, which
may lead to a decreased voltage threshold for spike
generation, smaller hyperpolarization following
spikes, or increased action potential duration, have
also been documented in patients with DS. Indeed, in
the mouse model of trisomy 16, the experimental
model of DS, a rapid spike rise and fall was recorded
from the dorsal root ganglia neurons (Holtzman
et al., 1992). Thus, it may be argued that the phar-
macological control of epileptic activity in brain
would have beneficial effects on cognition in DS
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patients. In humans, topiramate is associated with
improvement in seizure severity and alertness in this
series and may be useful as adjunctive therapy in
patients with mixed seizures, mental retardation, and
developmental disabilities (Singh et al., 2002). Simi-
larly, adjunctive use of lamotrigine in patients with
mental retardation and refractory epilepsy is associ-
ated with decreases in seizure frequency and
improvements in clinical and behavioral status
(McKee et al., 2003).

NON-SPECIFIC TREATMENT
Nutritional Therapies

Nutritional therapies have been argued to
restore cognitive function and implement newborn
development in DS, based on the fact that DS is
characterized by metabolic disturbances. Amino acid
pathways abnormalities and defective oxidative
balance are the most common metabolic problems in
DS. However, there is no consensus on the efficacy of
these treatments. Different trials with specific nutri-
tional regimes support the usefulness of a nutritional
supplementation with amino acids, vitamins and
polyunsaturated fatty acids, along with an absence of
side effects (Ciaccio et al., 2003; Thiel and Fowkes,
2005) for some of the pathological signs of DS.
However, there is no positive evidence that any com-
bination of drugs, vitamins and minerals enhance
either cognitive function or psychomotor develop-
ment in people with DS (Salman, 2002), and some
authors have questioned the efficacy of multi-nutrients
in DS (Harrell ez al., 1981; Prues et al., 1989). In some
instances, an effort has been made to find evidence
based therapies, such as in the early accumulation of
advanced glycation end-products, that appears to
finally result in dementia in much of the DS popula-
tion, and for which nutritional therapy may be of use.

In DS, SOD-1 gene is approximately 50%
overexpressed (Anneren et al., 1993; Sinet, 1982), so
that S100B and superoxide dismutase, SOD (most
probably SOD-1) in amniotic fluid have been
proposed as additional parameters for prenatal
screening of trisomy 21 (Netto et al., 2004). These
two proteins have been proposed as candidates for
neurodegenerative features of DS, and some of the
cognitive impairments in this disease are likely due to
post-natal hydrogen peroxide-mediated oxidative
stress caused by overexpression of the SOD-I gene.
However, part of the disability may also be due
to early accumulation of advanced glycation
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end-product that may play an adverse role in prenatal
and postnatal brain development. Moreover, elevated
levels of cytosolic SOD decrease the levels of super-
oxide (the enzyme’s substrate) and increase the levels
of hydrogen peroxide (enzyme’s metabolite, end-
product or output). Increased levels of hydrogen
peroxide might induce the production of glutathione
peroxidase, a selenium-dependent enzyme, thereby
increasing selenium requirements (Antila ez al., 1990).

For these reasons the prophylactic use of anti-
glycation nutrients has been proposed (Thiel and
Fowkes, 2005). Essential nutrients such as folate,
vitamin B6, vitamin C, vitamin E, selenium, and zinc,
as well as alpha-lipoic acid and carnosine Acetyl-L-
carnitine, aminoguanidine, cysteine, and N-acetyl-
cysteine may possibly be partially preventive,
although these last compounds may have possible
safety concerns for the DS population. The rationale
would be that if nutritional factors begin prenatally,
in early infancy, or later they may prevent or delay
the onset of dementia.

However, it should be noted that the relationship
between overexpression of SOD and DS patients
symptoms has been questioned, arguing that an extra
copy of this gene may even protect from apoptosis
(Turrens, 2001). Sebastia et al. (2004) suggested that
SODI overexpression has beneficial effects on astro-
cytes, as it does in other systems with similar high
disposal of hydroperoxides. In fact, in addition to a
higher enzymatic activity of SODI, cultures of tri-
somic DS mice astrocytes showed slightly higher
glutathione reductase activity than euploid cultures.
The fact that DS astrocytes protected neurons from
an oxidative injury in vitro better than euploid
astrocytes, may be relevant to DS neuropathology.

Hormone Treatments

In DS there is a high incidence of overt or sub-
clinical hypothyroidism as well as some immunolog-
ical defects, early thymic involution associated to low
serum zinc levels. Zinc deficiency has been shown to
impair immune response and growth rate (Bucci
et al., 1999) whereas dietary zinc supplementation
has been reported to transiently improve thymic
function (Napolitano et al., 1990). Thyroxine treat-
ment may improve development and growth of young
DS children and has been proposed as a therapeutic
tool to maximize the early development and growth
in DS neonates (van Trotsenburg et al., 2005).

The cystathionine B-synthase gene (CBS) on
chromosome 21q22.3 is over-expressed in individuals
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with trisomy 21 and encodes for a pyridoxal 5-phos-
phate—dependent enzyme that condenses homocyste-
ine and serine to form cystathionine. Another gene
on chromosome 21q22.3 (RFC1 or SLCI9A1)
encodes for the folate carrier, responsible for the
internalization of 5-methyltetrahydrofolate in cells.
Homocysteine is situated at a critical regulatory
branch point in the sulfur metabolism produced by
cellular demethylation of dietary methionine. It can be
re-methylated to methionine by the transfer of the
methyl group of methyltetrahydrofolate, which
requires methionine synthase (5-methyltetrahydrofo-
late-homocysteine S-methyltransferase) with both
vitamin B-12 and S-adenosylmethionine as cofactors,
or can be converted to cysteine in the trans-sulfuration
pathway, which requires CBS and vitamin B-6 as
cofactors. Lower plasma total homocysteine (tHcy)
concentrations are consistent with a functional folate
deficiency resulting from CBS over-expression and
higher enzyme activity. For these reasons, nutritional
formulas that contain vitamin B and folic acid sup-
plementation are promoted to correct these metabolic
pathways and to prevent functional folate deficiency in
DS. However, there no significant differences in fasting
blood tHcy concentrations between healthy controls
and adult trisomy 21 patients that justify B vitamin
supplementation have been found (Fillon-Emery
et al., 2004).

Estrogens exhibit trophic properties on BFCNs
and hippocampal dendrites (Granholm, 2000) in DS
mouse models and have antioxidant properties (Behl
et al., 2000). Hunter et al. (2004a) reported that
estradiol treatment increased BFCN cell size and
number in the Ts65Dn mouse. Moreover, women
with DS undergo early menopause (Schupf et al.,
1997), which is correlated with memory decline (Patel
et al., 2001). Estrogens may thus play a role in the
modulation of physiological processes likely to be
associated with the alterations that occur during
aging and neurodegenerative disorders and have been
claimed as possible therapies in older DS women.
However, in pharmacological trials performed in the
Ts65Dn mice model of DS, estrogen treatment prior
to testing does not improve their cognitive perfor-
mance in an increasing working memory load task
(Hunter et al., 2004b).

EARLY INTERVENTION IN DS

Although early intervention for children with DS
is universally accepted, the extent of the benefits
continues to be evaluated. Positive short-term effects

of early intervention for children with DS are well
recognized, whereas long-term effects are less docu-
mented (Guralnick, 1998 Gibson and Harris, 1988).
Early implementation of special education programs
leads to improved cognitive abilities in individuals
with DS (Connolly ef al., 1993) but the cognitive
improvements achieved are limited, and temporary.
The neural correlates of the temporary effects are
unknown. Early experience is known to alter both
behavior and brain structure. In animal models
environmental enrichment (EE) is associated with
morphological, physiological and behavioral conse-
quences. Morphological changes include increased
cortical weight and thickness, alterations in cortical
connectivity consisting of a larger number of syn-
apses per neuron, lower neuronal density, increased
dendritic branching and length, greater numbers of
dendritic spines, increased size and number of syn-
aptic junctions and increased neurogenesis in specific
areas. Many of these changes are consistent with
enrichment-induced changes in the expression of
genes involved in neuronal structure, synaptic
signaling and plasticity, facilitation of hippocampal
responses, such as long-term synaptic potentiation
and increases in protein kinase C. These morpho-
logical and physiological effects may account for the
EE induced behavioral changes, including spontane-
ous and exploratory activity, enhanced perceptive
abilities, better performance and more -efficient
learning, documented in various cognitive and
behavioral tasks. The possibility to replicate this
approach in an animal model of DS has offered the
advantage of separately analyzing the many factors
possibly involved in the EE stimulation. Post-wean-
ing EE had a positive effect on behavioral
performance and learning abilities of DS mouse
model Ts65Dn compared with their control non-tri-
somic littermates, specially marked on working and
reference memories (Martinez-Cue et al., 2002).
However, environmental enrichment had little effect
on pyramidal cell structure in Ts65Dn mice, sug-
gesting that behavioral deficits demonstrated in the
Ts65Dn model could be attributed to abnormal
circuit development and, consequently, reduced
complexity in cortical circuitry (Dierssen et al.,
2003b).

In humans, Spiker and Hopmann (1997)
summarized the findings related to early intervention
in DS and concluded that (a) children with more
significant delays initially showed the slowest
developmental progress, (b) the degree of early
intervention participation was not a significant
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predictor of subsequent child mental age. For some
groups such as initially highly stressed and families
with low income, more intensive early intervention
was related to less improvement in development in
the children and increased stress in the mothers.

There has been much interest in the study of the
cognitive abilities and profiles and the decline in
developmental rate of children with DS that received
early intervention. Wishart (1995) described a
growing use of avoidance strategies when faced with
cognitive challenges, poor use of existing problem-
solving skills, failure to consolidate newly acquired
cognitive skills, and increasing reluctance to take the
initiative in learning in children with DS. Of
additional concern was poor performance on devel-
opmental assessments that was believed to be due to
deficits in motivation. Early intervention for DS has
showed short-term benefits in fine motor skills and
simple social repertoire, but conflicting evidence in
support of benefits in gross motor, linguistic and
cognitive/academic domains. In some areas the
intervention program should be specifically devel-
oped. Regarding language development and abilities,
Miller et al. (1995) recommended that intervention
methods focus on oral motor integrity during the
early periods of development since the vocabulary
tends to increase slower than in a normal child. Thus,
it has been recommended that: (1) a critical review of
the present practices is faced; (2) individual differ-
ences independent of DS features should be taken
into account; and (3) care delivery systems should be
multidisciplinary. During the past years, successful
experiences have developed in Europe for entrance
into the educational system within the first years of
life to stimulate development, inclusion in the typical
classroom with support, and help for employment
and adult living situations.

GENE TRANSFER APPROACHES TO TREAT
NEUROLOGICAL DISORDERS

Gene therapy holds great promise for increasing
the specificity of treatments while reducing unneces-
sary or dangerous side effects. In the last 10 years,
gene therapy for neurological disorders has moved
from the concept to pre-clinical studies and finally to
clinical reality. Phase 1 clinical studies for AD,
Canavan and Parkinson’s diseases have been already
initiated and they should provide valuable data on
the use of gene-based therapeutic approaches for the
treatment of neurological disorders (reviewed in
Deglon and Hantraye, 2005).
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The basic concept of gene therapy is very simple:
introduce genetic material that either its product or
the inhibition of an endogenous protein should cure
or slow down the progression of a disease. This
approach requires a technology capable of gene
transfer to the target organ. Highly efficient viral
systems, such adenovirus, adenoassociated virus and
lentivirus have shown to deliver genes into mature
neurons both in vivo and in vitro, enabling develop-
ment of active gene therapies for brain diseases
(Davidson and Breakefield, 2003). Liposomes also
provide the possibility of significant delivery to the
CNS.

Gene Delivery Vectors

Lentivirus are RNA enveloped virus, members
of the retroviral family, derived from the human
immunodeficiency virus or non-human virus such as
feline, equine, simian or bovine. They are attractive
vectors in the context of their ability to transduce
non-dividing cells, such as neurons and to express
transgenes for a long period. Moreover, minimal host
immune response has been reported. However there is
a major concern to the fact that they are integrative
virus with potential for oncogenesis (Delenda, 2004).

Adenoviruses are non-enveloped icosahedral
DNA viruses of 90 nm diameter. They are associated
with benign pathologies in humans. The most widely
used serotype AdS5 causes infections of the respiratory
tract. As gene transfer vehicles they are very efficient
in transducing quiescent differentiated cells. The
major drawback of the current vectors is that they
trigger an immune response and this limits long-term
gene expression. Although the use of neuron-specific
promoters can partially overcome this limitation and
mediate sustained expression in neurons (Kugler
et al., 2003).

Adenoassociated viruses (AAV) are small non-
enveloped virus of 20-24 nm of diameter that has not
been associated with a disease in humans. They are
single-stranded DNA viruses and eight different
serotypes have been identified. AAV2 serotype 2
infects neurons preferentially, probably through the
interaction of viral capside proteins with heparan
sulphate proteoglycans, although not all the neurons
are equally well transduced. AAVS5 has been shown to
be very efficient in transducing Purkinje cells but no
granular cells in the cerebellum. Thus, each serotype
has a distinct tropism when injected into the brain.
They can transport genes but also expression of
shRNAs has been shown to be feasible (Xia et al.,
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2002). Limitations of AAV vectors include a small
cloning capacity and a delayed transgene expression.
In addition to the neuronal tropism the long term
expression, and the limited immune response of the
virus make them very attractive for CNS applications
(Okada et al., 2002).

Liposomes are large and complex molecules de-
rived from phospholipids modifications with an
aqueous phase inside that can entrap drugs, and large
DNA or RNA fragments (Torchilin, 2005). They are
biocompatible, but they have poor efficient gene
transfer capacity. They are rapidly remove from cir-
culation and strategies aimed to reduce this problem,
such as the use of pegylated immunoliposomes has
shown the feasibility of achieving knockdown gene
expression after intravenous administration (Zhang
et al., 2003b).

Gene Specific Downregulation

A broad number of CNS disorders are conse-
quence of the overexpression of particular genes. The
emergence of the powerful RNA interference (RNAI)
technology offers new opportunities to specifically
down-regulate disease-related transcripts.

RNAinterference

From the discovery of RNAIi it was rapidly
proven that its ability in knocking-down gene
expression was more powerful than other already
existing techniques such as the use of antisense olig-
omers, aptamers or ribozymes. The process of RNAI,
was first described in C. Elegans in 1998, by showing
that specific gene silencing was achieved after inject-
ing a double-stranded RNA homologous to the target
gene (Fire et al., 1998). In mammalian systems, it was
first thought that this mechanism will not be occur-
ring because it was known that dsSRNA molecules,
coming from viral infections trigger the interferon
pathway which results in the global shutdown of
protein synthesis (McManus and Sharp, 2002).
However, in 2001 several studies showed that chem-
ically synthesized short dSRNA molecules of 21-22
nucleotides—named small interfering RNAs (siR-
NAs)—target mammalian genes by RNAi while
evading the interferon response (Caplen et al., 2001;
Elbashir et al., 2001). Soon after, another technical
advance came with the demonstration that the
expression of siRNA in the form of short hairpin
RNAs (shRNAs), which contains a fold-back stem-
loop structure, could also induce target-gene silencing

(Paddison et al., 2002). Then, the possibility of
achieving a longer and more stable inhibition of
expression emerged, opening the door to a wide
therapeutic use of the siRNAs by using specifically
delivery vectors to target the desired tissue or organ.
The mechanism of RNA interference is not
completely understood although some general facts
are known. It has been shown that siRNAs once
introduced into the cells, either as a duplex of short
oligonucelotides or as short hairpins using viral
expressing vectors are incorporated into a protein
complex, known as the RNA-induced silencing
complex (RISC). The antisense strand of the duplex
siRNA guides the RISC to the homologous mRNA,
where the RISC-associated endoribonuclease will
cleave the target mRNA (Zamore et al., 2000).

RNAI Targeting CNS Genes

RNAI has been widely used to study gene func-
tion in fundamental neurobiogical processes such as
intracellular signaling, embryonic development, pro-
grammed cell death, neural plasticity, axon guidance
or membrane trafficking (Genc et al., 2004).

Interestingly the therapeutic potential of RNAI
for neurological disorders that rang from viral
infections to genetic diseases has already started.
Several examples on dominantly inherited neurode-
generative pathologies treated by RNAIi approaches
have already shown their therapeutic potential. In
vitro studies of RNAI targeting specific expanded
alleles of polyglutamine disorders or specific alleles
with small deletions such as in inherited dystonia
have been shown to be feasible (Miller er al., 2003;
Gonzalez-Alegre et al., 2003). Moreover, specific
silencing of a pathogenic mutant acetylcholine
receptor subunit that causes a slow channel
congenital myasthenia syndrome was achieved by
transfecting siRNAs or shRNAs into HEK 293 cells
(Abdelgany et al., 2003). The inhibition of the Tau
mutant allele (V337M) and the amyloid precursor
protein (APP) mutated allele, have shown that RNAi
can be an efficient strategy for targeting AD genes
(Miller et al., 2004).

Studies concerning the in vivo delivery of siR-
NAs to the CNS has been proven to be feasible by a
variety of viral and non-viral vectors (Hommel et al.,
2003; Thakker et al., 2004; Xia et al., 2002; Zhang
et al., 2003a). Moreover, several examples of RNAI
therapies resulting in therapeutic benefit have been
reported. Specific inhibition of the Agouti-related
peptide, the AGRP, by direct injection of both
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siRNA and liposome-mediated plasmids, into the
arquate nucleus of the hypothalamus, leads to an
increase in the metabolic rate and to a decrease in the
animal body weight (Makimura et al., 2002). Inter-
estingly, the attenuation of the alpha2A adrenergic
receptor on neonatal rat brain by direct injection of
siRNAs into the brainstem was shown to reduce
anxiety responses (Shishkina ez al., 2004). This was
the first evidence of long-term effects as a conse-
quence of gene inhibition at neonatal stages because
neurochemical and behavioral alterations were still
detected in the adults. In another study, intrathecal
infusion into a rat model for neuropathic pain of
modified siRNA oligonucleotides targeting P2X3, a
cation-channel that plays a role in inflammatory pain
signaling, provided pain relief (Dorn ef al., 2004).
Improvements in cellular and behavioral character-
istics of spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1) mice
after intracerebellar injection of AAV expressing
shRNAs against the transgenic human ataxin-1 have
been observed (Xia ef al., 2004). Very recently, two
papers reported the silencing of SODI in a mouse
model of familial amyotrophic lateral sclerosis ALS.
In both studies, sShRNAs were delivered by lentivirus
but following two different routes of administration.
Direct injections to the spinal cord reduced SODI
expression leading to a retardation in the onset and in
the progression rate of the disease (Raoul et al.,
2005). Intramuscular injections in specific muscle
groups showed reduction in SODI1 expression and
improved motor performance, resulting in a consid-
erable delay in the onset of ALS symptoms (Ralph
et al., 2005).

All these preclinical studies support the idea that
RNAI can be a powerful therapeutically approach to
target genes involved in CNS pathology. A first
clinical trial using RNAIi already started in November
last year for macular degeneration, a debilitating eye
disorder that leads to blindness. This trial together
with the ones announced to begin next year for
asthma and Huntington’s diseases will address whe-
ther RNAI causes therapeutic benefit in humans, or
unpredictable side effects.

PROSPECTS FOR DS

Currently, there are no efficacious biomedical
treatments for the central nervous system-associated
impairments in DS. To develop novel therapeutic
strategies, the effects of gene dosage imbalance needs
to be understood within the framework of in vivo
models that allow the integration on higher CNS
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function with structural and molecular levels. These
findings would be the first step in delineating best
candidate genes and subsequently to select the more
interesting target molecules.

Gene therapy for DS is probably years down the
road. However, as we begin to understand the func-
tion of specific genes and we can identify the contri-
bution of individual genes to the overall phenotype
thinking on partial gene therapy for specific defects
might be a good approach. In DS, there is an over-
expression of a relative number of genes thus reduc-
tion of gene expression in particular genes might
modify the course of the disease. All the potential
that RNA interference has already shown for differ-
ent neurological disorders and the availability of gene
transfer vectors with neuronal tropism holds great
promise to begin to think in silencing candidate
overexpressed genes in DS and search for correction
of particular phenotypes. Perhaps to reduce or nor-
malize the transcript levels of dosage sensitive genes
in specific brain areas might be a good way to start.
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