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VII. DISCUSSIO




1.- L’ANTICOS MONOCLONAL c¢-JUN/mAB ES ESPECIFIC PER A LA
DETECCIO DE ¢-JUN EN L'EMBRIO DE POLLASTRE.

La caracteritzacié de I’anticos c-Jun/mAB per técniques de western blot va
permetre comprovar que aquest anticos reconeix una unica banda de 39kD en
mostres procedents de medul-la espinal de pollastre, la qual esta present en la fraccié
nuclear i no en la fracci6 citoplasmatica. Aix0 ens indica que aquest anticOs reconeix
especificament una proteina que té la mateixa mobilitat electroforética que c-Jun de
pollastre, un dels principals components de la familia de factors de transcripcié AP-1
(Bohmann et al., 1987; Halzonetis et al., 1988; Abate et al., 1990; Kerppola and
Curren, 1991; Freeman i Rose, 1999).

En la majoria d’estudis que han estat realitzats amb anticossos especifics contra
c-Jun, s’ha posat de manifest que c-Jun, generalment, esta concentrat en el nucli de
diferents tipus cel-lulars (De Felipe i Hunt, 1994; Haas et al., 1996, Jaarsma et al.,
1996; Pena, 2000). S'ha observat el mateix patré nuclear d’immunoreactivitat en la
medul'la espinal de pollastre amb I’anticos c-Jun/mAB. A més, s'ha constatat que
aquest anticds no marca tots els nuclis de les cél-lules de la medul'la si no que

s'associa a determinades poblacions neuronals.

Per altra banda, els anticossos policlonals c-Jun/sc45 i c-Jun/AB2 reconeixen
un ampli ventall de bandes electroforétiques la majoria de les quals es detecten en la
fraccid citoplasmatica, i en alguns casos, també es detecten bandes molt débilment
marcades en la fraccié nuclear. S’ha comprovat que la banda de 39kD, corresponent
a c-Jun, només es visualitza quan els anticossos c-Jun/sc45 o c-Jun/AB2 s’utilitzen
molt concentrats. Per tant, almenys en teixits de pollastre, aquests anticossos no sén
tant especifics per a detectar c-Jun com I’anticos c-Jun/mAB, ja que presenten
reacci0 creuada amb altres antigens. El patr6 immunohistoquimic revelat per
l'anticos c-Jun/sc45 difereix de l'observat amb c-Jun/mAB, ja que a diferéncia
d’aquest, tant c-Jun/sc45 com c-Jun/AB2 marquen de manera molt significativa el
citoplasma neuronal, tant a nivell del soma com de les seves prolongacions axonals i
dendritiques. A més, les cél-lules marcades amb c-Jun/sc45 o c-Jun/AB2 gairebé

sempre tenen els nuclis picnotics i son TUNEL positives.
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Aquests resultats coincideixen amb altres estudis realitzats amb els mateixos
anticossos policlonals i on també s’ha observat una intensa immunoreactivitat
citoplasmatica de c-Jun/sc45 o c-Jun/AB2 associada a cél-lules apoptotiques, com
per exemple en cervell de rata (Ferrer et al., 1996a; Guégan et al., 1997), tumors
cerebrals (Ferrer et al., 1996b), en la mort cel-lular patologica associada a la malaltia
d’Alzheimer (Anderson et al., 1994), en I’apoptosi induida experimentalment (Ferrer
et al., 1997b-d; Pozas et al., 1997) i en la PCD de les neurones simpatiques durant el

seu desenvolupament (Messina et al., 1996).

Quan comparem els resultats obtinguts en els estudis d’immunohistoquimica i
western blot amb els d’hibridacions “in situ” es pot apreciar una estreta correlacio
entre I'immunomarcatge detectat amb c-Jun/mAB i els nivells de mRNA de c-jun,
mentre que no hi ha cap relaci6 amb la immunoreactivitat evidenciada amb c-
Jun/sc45 o c-Jun/AB2.

Inicialment es va interpretar que aquest senyal detectat amb c-Jun/sc45 o c-
Jun/AB2 es corresponia a c-Jun, perd posteriorment, quan es van realitzar estudis
més acurats i dirigits a identificar els antigens que reconeixen aquests anticossos
policlonals s’ha demostrat que aquests anticossos reconeixen moltes proteines del

citoplasma que tenen una mobilitat que no correspon a c-Jun.

Per tant, com I’anticds monoclonal c-Jun/mAB reconeix més especificament c-
Jun tant en els extractes cel'lulars com en els talls histologics, ha estat utilitzat per

estudiar la regulaci6 de c-Jun durant el periode de la PCD natural i induida.

2.- EXPRESSIO DE ¢-JUN EN LES MOTONEURONES ESPINALS DE
POLLASTRE DURANT EL DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI.

Les cél-lules marcades amb I’anticos c-Jun/mAB, a nivell de la LMC contenen
nuclis grans amb la cromatina molt laxa que es tenyeixen débilment amb iodur de
propidi; en canvi, les cél-lules que presenten nuclis més petits i densos no presenten
aquest marcatge. Les caracteristiques morfologiques nuclears de les cél-lules c-
Jun/mAB positives corresponen a una morfologia propia dels nuclis de les MNs, aixo

indica que a nivell de la LMC, c-Jun/mAB marca fonamentalment les motoneurones
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de I’embri6 de pollastre. Es va utilitzar aquest anticos a I'hora d’estudiar la relacié de
c-Jun amb la PCD de les motoneurones lumbars, que té lloc entre E6 i E9, periode en
el qual s’estableixen els primers contactes amb les cel-lules musculars (Hamburger,
1975). Es va observar que a nivell de la LMC es produien canvis significatius de
Pexpressio de c-Jun que coincidien amb canvis de la taxa de mortalitat de les
motoneurones. Els canvis d’expressié de c-Jun seguien una corba de dos pics entre
ES i E10 amb I’aparici6 d’un primer pic a E6, una profunda davallada a E7,5 i un
segon pic a E8; a partir d’E10 els nivells de c-Jun eren molt baixos i resultaven molt

poc significatius.

Fl fet que el primer pic de c-Jun es detecti abans del pic de picnosis i la
davallada de c-Jun en el moment que hi ha el nombre maxim de cél-lules picnotiques,
ens indica que els canvis d’expressio de c-Jun podrien estar relacionats amb els
esdeveniments que tenen lloc abans de la PCD de les motoneurones. A més, la
manca d'immunoreactivitat nuclear positiva per c-Jun/mAB en cellules amb
morfologia nuclear picnotica fa pensar que c-Jun podria estar relacionat amb la fase
inductora i no amb I'executora de I’apoptosi. Existeixen estudis realitzats en diferents
models cel-lulars en qué s’ha induit I’apoptosi experimentalment, i en els quals,
també s’ha observat un increment de c-Jun unes hores abans de produir-se el procés
de mort (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995; Mesner et al., 1995, Miller i Johnson,
1996, Anderson et al., 1996; Ferrer et al., 1996c; Ferrer et al.,1996b). Per aixd0 vam
utilitzar un model experimental en qué es provoca una mort massiva de les MNs
lumbars (f-Bgtx) amb la finalitat d’induir I’activacié de c-Jun en un periode de
temps més curt entre I’estimul rebut i la mort de les cél-lules, i aixi, estudiar si c-Jun
resulta modificat en la fase inductora o executora de 1’apoptosi, i comparar aquests
resultats amb els que s’han obtingut durant el desenvolupament, on la PCD es

produeix de forma més solapada en un llarg periode de temps (entre E6-E9).
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3.- L'ACTIVACIO DE ¢-JUN EN LA PCD INDUIDA PER B-BGTX.

La injeccié intramuscular de B-Bgtx provoca la mort massiva de les MNs entre
les 12 1 36 h amb un pic maxim de céllules picnotiques a les 24h. A nivell
ultraestructural, s'observa que, durant aquest periode, la dosi de B-Bgtx utilitzada
produeix una mort del tipus apoptotic tal com es va descriure en els treballs realitzats
per Pittman et al., (1978). L’estudi del perfil temporal de 1’expressi6 de c-Jun es va
realitzar fins a les 36 h i es va veure l'aparicié d'un pic a les 12 h, una davallada a les
24 h i un altre pic a les 36 h. La inducci6 de c-Jun a les 12 hores i la seva davallada a
les 24 hores coincideix amb un increment inicial de la sintesi de mRNA de c-Jun i la
posterior disminucid, la qual cosa és una prova de qué la induccié de c-Jun en
aquesta situacié esta vinculada a un increment de la seva transcripcid. Aixo, déna
consisténcia a la hipotesi que c-Jun es podria induir abans de la mort, coincidint amb
la fase inductora de I’apoptosi, en canvi, durant la fase executora hi hauria una
davallada tant de I’expressié de c-Jun com de la seva preséncia en el nucli de les

cél-lules amb morfologia picnotica

Per tant, en aquest model, c-Jun presenta canvis d’expressio tant a nivell de
mRNA com de proteina, comparables als que es produeixen durant el
desenvolupament amb I'inica diferéncia que, tant I’activacié de c-Jun com el pic de
mort no coincideixen en el temps, perque en el model de la B-bgtx la intensitat de
l'estimul és molt més acusada i provoca un increment substancial del nombre de

cel-lules apoptotiques durant un periode de temps més curt.

Es sabut que modificacions posttranscripcionals de c-Jun contribueixen a la
seva funcid ja que la fosforilacid en diferents residus de c-Jun pot afectar la seva
capacitat d’unié al DNA. La fosforilaci6 de les serines 63 i 73 ubicades en el domini
d’activacié N-terminal incrementen la capacitat de transactivar de c-Jun (Pulverer et
al., 1991; Smeal et al., 1992). Ha estat provat que JNK1 interactua amb c-Jun i
fosforila el seu domini d’activacio, i que posteriorment, s’activa la transcripcié (Hibi
et al, 1993; Dérijard et al., 1994). Recentment, s’ha descrit que la inhibici6 de la
Pactivitat JNK1 evita la mort apoptotica de diferents tipus cel-lulars tant “in vivo”

com “in vitro” (Glicksman et al., 1998; Maroney et al., 1998; Harding et al., 2000).
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Aixi, s'observa una correlaci6 entre l'expressio de c-Jun i I’increment dels nivells de
la INK1 en el nucli de les MNs a les 12h després del tractament amb B-Bgtx, la qual
cosa ens indica que l'activacié funcional de c-Jun, abans que es produeixi el pic de
mort cel-lular, podria estar regulada per aquesta cinasa. Tot i que els nivells de JNK1
s'incrementen a les 12h, no totes les cél-lules c-Jun positives sén JNK1 positives,
perd s'ha pogut observar que les cel-lules marcades amb I’anticos JNK1 son aquelles

que presenten una intensa immunoreactivitat per c-Jun/mAB.

En aquest model també vam observar que la JNK1 ja es detectava a les 6h,
perd que la seva localitzacid era citoplasmatica, cosa que ens indica que podria
existir una translocacié de JNK1 del citoplasma al nucli entre les 6 i les 12h. Cal
destacar, que passat aquest temps, els nivells de JNK1 decreixien, de manera que a
les 36h la preséncia de JNK1 en les MNs era nul‘la. Per tant, aquests resultats han
permes veure que el primer pic de c-Jun (a les 12 h) esta associat a 1’activacié de la
JNK1, perd en canvi, el segon pic de c-Jun (a les 36h ) no sembla estar regulat per
JNK1. Aquests resultats coincideixen amb els d’altres estudis realitzats "in vitro" en
que s’ha descrit que P’activacié de JNKs associada a un increment de Pexpressi6 de
c-Jun esta relacionada amb la induccié de I’apoptosi neuronal (Xia et al., 1995; Eilers
et al., 1998; Watson et al., 1998).

4.- REGULACIO DE L'ACTIVACIO DE c¢-JUN DESPRES DE L'ABLACIO
PERIFERICA DE LES DIANES.

Un altra situaci6 experimental en qué es pot induir la mort natural de les MNs
és I'LBR, amb el qual més d'un 90% de les MNs privades de la seva diana moren per
apoptosi durant el mateix periode del desenvolupament en qué té lloc la mort
neuronal programada (Oppenheim et al., 1978). Després de practicar 'LBR s'ha
observat un increment dels nivells de c-Jun a E6,5; aquest increment esta associat a
l'activacio de la JNK1, i esdevé anterior al pic maxim de ce¢l-lules picnotiques que té
lloc a E7,5. Paral-lelament, s'ha vist que l'increment de c-Jun i JNK1 coincideixen
amb la deteccio de la forma de c-Jun fosforilada a la serina 63, al costat en qué sha

practicat I'LBR. Posteriorment, es va observar tant una disminuci6 dels nivells de c-
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Jun i de la seva forma fosforilada com dels de la JNK1, coincidint amb el pic maxim
de mort de les MNs. Aquests resultats suggereixen que es produeix la fosforilacié de
la serina 63 per la JINK1 abans de la PCD de les MNss, la qual cosa podria comportar

la seva transactivacio.

En el nostre paradigma, la fosforilaci6 de c-Jun esta relacionada amb
l'increment de la immunoreactivitat nuclear per c-Jun/mAB detectada en les MNs
abans del procés de mort. El fet que un gran nombre de MNs del costat operat
expressin c-Jun fosforilat 1 JNK1 indica que l'activacié de c-Jun precedeix els canvis
morfologics de l'apoptosi de manera que podria estar relacionada amb les fases

prévies a I'execucio de l'apoptosi.

Aquests resultats estan en concordanga amb els esdeveniments descrits durant
la PCD de les neurones simpatiques quan se les priva de INGF en qué s'observa un
increment de c-Jun, de la seva fosforilacié a la serina 63 i de JNK1 abans que entrin
en la fase de compromis de I'apoptosi (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995; Easton et
al., 1997; Deckwerth et al., 1998; Harding et al., 2000) i que c-Jun podria ser un dels
elements necessaris perque les cel-lules adquereixin, fenotipicament, la competéncia

o capacitat de poder morir (Putcha et al., 2000).

5.- REGULACIO A LA BAIXA DE c-JUN A E6 DURANT EL TRACTAMENT
CRONIC AMB MUSCIMOL O NMDA.

El tractament cronic amb NMDA o amb muscimol disminueixen la PCD de les
MNs entre ES i E10. Els efectes de INMDA han estat préviament descrits per altres
membres del laboratori (Llad6 et al., 1999) mentre que l'efecte del muscimol sobre la
regulacié de la PCD en les MNs €s novedds i els resultats preliminars han estat ja
presentats en forma de resum (al 30th Annual Meeting of Society for Neuroscience).
El tractament cronic amb aquests dos farmacs evita la mort, d' un 26% amb 'NMDA
i un 30% amb el muscimol, de les MNs lumbars que han de morir durant el periode
de la PCD en la medul‘la espinal de l'embrié de pollastre. Tant el tractament cronic
amb NMDA com el tracatment amb Muscimol disminueixen la induccié de c-Jun a

E6. S'ha comprovat que aquesta regulacié a la baixa de c-Jun a E6 mitjangada pels
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efectes de INMDA evita l'activacié nuclear de JNKI1 i la fosforilaci6 de c-Jun.
Aquest resultat aporta nous elements a la hipotesi que l'activacié de c-Jun fosforilat
per JNK1 en la serina 63 podria estar relacionada amb els esdeveniments que
condueixen a la mort de les MNs durant la PCD. A més, els efectes tant de INMDA
com del muscimol sobre la supervivéncia de les MNs eviten que es produeixi una
disminucié dels nivells de c-Jun en el moment que hi ha el maxim pic de mort, cosa

que esta en relacié amb el fet que les MNs que es moren €s menor.

6.- LA INDUCCIO DE ¢-JUN DESPRES DEL PIC DE MORT PODRIA
ESTAR RELACIONADA AMB UN INCREMENT DE L'ACTIVITAT
NEURONAL.

El factor de transcripcié c-Jun s'ha implicat en diversos processos cel-lulars
com son proliferacid, diferenciacid, activitat i apoptosi, entre d'altres. Els canvis
d'expressié de c-jun observats entre E5S-E8 coincideixen amb diferents fendmens que
tenen lloc en les MNs, com per exemple, l'aparicié de projeccions aferents sensorials
(Davis et al., 1989), I'inici de l'activitat sinaptica (Lee et al., 1988) i de 'activitat
reflexa (Windle 1 Orr, 1934), lincrement de la motilitat de l'embrié i l'inici del
periode de mort cel-lular programada de les MNs lumbars (Hamburger et al., 1965;
Hamburger, 1975) en els quals c-Jun també podria estar-hi implicat en major o

menor grau.

Atenent els nostres resultats , després de produir-se el pic de mort, el qual va
associat a una caiguda dels nivells de c-Jun, es detecta un nou pic d'induccié de c-Jun
que no esta relacionat amb la mort. Aquesta induccié de c-Jun té unes peculiaritats
diferents a les que es produeixen abans de la mort ja que no va associada a l'activacio
de la JNK1 i no comporta la fosforilaci6 de la serina 63. Recentment s'ha descrit una
nova via d'activaci6 de c-Jun, independent de la via JNKs, que no requereix la
fosforilacio de les serines 63 i 73 de c-Jun. En aquesta via s'ha vist que el Ca™ podria
tenir un paper important en la regulacié de I'activacié de c-Jun associada a l'activitat
eléctrica (Cruzalegui et al, 1999). Es per aquest motiu que considerem que en

aquesta fase la induccié de c-Jun podria tenir un altre significat funcional que podria
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estar relacionat amb l'activitat neuronal.

El muscimol és un agonista dels receptors GABAA que bloqueja indirectment
I'activitat neuromuscular i els moviments espontanis de les MNs (Usiak and
Landmesser, 1999). L'activacié dels receptors GABA comporta la hiperpolaritzacio
de les neurones i, en conseqii¢ncia, queda afectada l'estimulacié glutamacrgica, que
es redueix. Per tant, el muscimol es considera un bon farmac per estudiar si existeix
alguna relacié entre l'activitat neuronal i la induccié de c-Jun que es produeix després
de la mort i és independent de la via JNKI1. Els nostres resultats indiquen que el
tractament amb muscimol disminueix la inducci6 de c-Jun a E8, just després del pic
de mort, cosa que ens suggereix que el segon pic de c-Jun podria estar relacionat amb

I'activitat eléctrica de les motoneurones i no amb l'activacié de mecanismes de mort.

L'expressio dTEGs resulta alterada en relacid amb [’activitat neuronal. Aixo
s’ha vist, per exemple, en diferents tipus d’epilépsia. En la majoria d'estudis
experimentals en qué¢ s'ha induit l'activitat epiléptica es produeix un increment
generalitzat d' IEGs entre els quals es troba c-jun (revisat per Hughes et al., 1999).
L'expressio d'aquests IEGs s'ha demostrat que és mitjangada, principalment, a través
de receptors NMDA. El fet que I'activitat del sistema motor sigui tan important per
modular la innervacié amb les dianes i que tant el procés inicial de sinaptogénesi
(Ding et al., 1983; Dahm i Landmesser, 1991) com el refinament final de les
connexions estan regulats per l'activitat (O'Brien et al., 1978; Thompson, 1985;
Greensmith i Vrbova, 1991) ens va suggerir que l'increment de c-Jun a E8 podria
estar associat a l'activitat electrica de les MNs. Cal dir que la motilitat de I’embri6 de

pollastre s’incrementa notablement entre E8 i E10 ( Oppenheim, 1987).

7.- ASSOCIACIO ENTRE LA PCD I LA IMMUNOREACTIVITAT
CITOPLASMATICA DE ¢-JUN/SC-45.

L’anticos policlonal c-Jun/sc-45 ens mostra una intensa immunoreactivitat
citoplasmatica associada a céllules picnotiques/TUNEL positives durant el
desenvolupament embrionari del pollastre. Aquest marcatge s'ha observat que esta

associat a la mort apoptética tant en neurones com en céllules no neuronals (ex:
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cél-lules de Schwann, musculars i mesenquimatiques). Les cél-lules c-Jun/sc45
positives presenten un patré d'immunoreactivitat que s'estén per tot el citoplasma i
les prolongacions axonals i dendritiques. Aquest marcatge coincideix amb l'observat
en la mort neuronal de rosegadors quan s’ha utilitzat el mateix anticos (per exemple:
Ferrer et al., 1996a; Messina et al., 1996).

Els estudis per microscopia electronica ens demostren que la immunoreactivitat
citoplasmatica no estd associada a cap organul cel'lular, encara que en algunes
cél-lules s'han vist cossos més densos similars a lisosomes secundaris o cossos
residuals. També, s'ha detectat un marcatge molt débil en el nucli d'algunes ceél-lules

picnotiques perd que respecta les esferes de cromatina condensada.

Hi ha estudis realitzats amb diferents tipus de ceél-lules en qué s'ha descrit una
relacié entre l'increment de la immunoreactivitat de c-Jun/sc45 i el nombre de
ce¢l'lules picnotiques durant el desenvolupament o després de la induccié d'apoptosi
per diferents agents o lesions (Grand et al., 1995; Messina et al., 1996; Soriano et al.,
1996; Ferrer et al., 1996 a,b; 1997 a,b,c; Pozas et al., 1997; Garrah et al.,1998; Ayala
et al.,1999). Aixi resta demostrat que l'increment del nombre de cél-lules c-Jun/sc45
positives en la regi6 cervical, lumbar i en el DGR durant el desenvolupament o
després d’axotomia, LBR i tractament amb (3-Bgtx sempre va associat a un increment
del nombre de cél-lules picnotiques, perd no totes les particules picnotiques/TUNEL
positives s’han vist associades a una immunoreactivitat positiva per c-Jun/sc45.
Probablement, aixd0 és degut a qué aquestes particules son restes cellulars ja

fagocitades o cossos apoptotics que es troben en la fase final de l'apoptosi.

El fet que [lanticos c-Jun/sc45 estigui dirigit contra el péptid
TPTPQFLCPKNVTD del domini amino-terminal de c-Jun, condueix a qiiestionar si
la immunoreactivitat associada a cél-lules apoptotiques és una conseqiiéncia de
l'acumulaci6 de c-Jun en el citoplasma. Un cop comparat el patrd
d'immunoreactivitat per c-Jun/sc45 amb els resultats per c-Jun/mAB o amb els
d'altres estudis en qué es mostra la distribucié cel'lular de c-Jun, s’ha observat
diferéncies entre els dos marcatges. Per exemple, s'ha descrit que c-Jun, normalment
es localitza al nucli (De Felipe i Hunt, 1994; Haas et al., 1996; Jaarsma et al., 1996),

fins i tot quan es detecta en cél-lules apoptotiques ( Ham et al., 1995) o en cél-lules
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en fases molt inicials de I'apoptosi (Miller et al., 1997). En canvi, I'anticds c-Jun/sc45
reconeix moltes bandes del citoplasma que degut a la seva mobilitat cap d’elles no
correspon a c-Jun. Per tant, sembla que la immunoreactivitat per c-Jun/sc45 no
representa una acumulacié de c-Jun en el citoplasma sind que aquest anticds reconeix
altres antigens diferents de c-Jun i que aquests podrien estar relacionats amb la mort

apoptotica.

Els experiments realitzats amb I’anticos policlonal c-Jun/AB2, dirigit contra la
mateixa seqiiéncia aminoacidica que c-Jun/sc45, mostraven el mateix patrd
d'immunoreactivitat. La preincubacié de c-Jun/sc45 i c-Jun/AB2 amb el péptid
immunogen eliminava completament el marcatge cosa que ens demostra que la
immunoreactivitat citoplasmatica no és deguda a una inespecificitat o contaminacio

dels anticossos.

En conclusid, I’expressié de determinants antigénics citoplasmatics detectats
per c-Jun/sc45 sembla ser un fenomen molt estés, ja que en tots els models estudiats
en qué es produeix mort apoptotica, tant natural com induida, s’ha observat el mateix
patré d'immunoreactivitat citoplasmatica associada a c¢l'lules neuronals o no-

neuronals amb caracteristiques nuclears propies de la fase d’execuci6 de ’apoptosi.

8- LA IMMUNOREACTIVITAT PER ¢-JUN/SC45 1 CASPASA-3
ACTIVADA MOSTRA UNA ESTRETA CORRELACIO.

L'activacio de la caspasa-3 s'ha relacionat amb canvis nuclears associats a la
fase d'execucié de l'apoptosi i s'ha vist que és essencial durant la mort cel-lular
morfogenética en el cervell de mamifers (Kuida et al.,, 1996), en l'apoptosi del
sistema immunitari (Fernandez-Alnmeri et al.,, 1994) i en l'apoptosi de molts tipus
cel'lulars induida per diferents estimuls (Martins et al., 1997). Els estudis
immunohistoquimics realitzats amb anticossos dirigits contra la caspasa-3 activada
mostren un patr6é d'immunoreactivitat citoplasmatic, "Golgi-like", associat a c¢l-lules
picnotiques/TUNEL positives localitzades a nivell de la LMC, cosa que demostra
que la caspasa-3 esta implicada en la PCD de les MNs espinals. Aquests resultats

estan d'acord amb els estudis de Li et al., (1998) que demostren que DEVD-CHO, un
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inhibidor de la caspasa-3, protegeix les MNs de la seva PCD tant “in vitro” com “in
vivo”. Els estudis immunohistoquimics ens demostren que els antigens detectats per
c-Jun/sc45 1 caspasa-3 activada es localitzen en el citoplasma de les MNs
apoptotiques. Aquests resultats coincideixen amb els d'altres estudis en qué s’ha
utilitzat un anticos contra l'heptapéptid CKGDEVD, el qual es correspon amb un
domini de la poly-ADP-ribosa que es troba ubicat a continuacié del lloc de
trencament per la caspasa-3 (Siman et al, 1999). Aquest anticOs mostra un patréd
d'immunoreactivitat, en quant a la seva distribucio, freqiiéncia i morfologia, idéntic
al de l'anticos c-Jun/sc45, cosa que ens demostra que c-Jun/sc45 detecta antigens que

s’expressen en les MNs durant la fase d’execucié de Papoptosi.

9.- EFICIENCIA DE L’ANTICOS ¢-JUN/SC45 PER A LA DETECCIO DE
CEL-LULES APOPTOTIQUES EN SECCIONS HISTOLOGIQUES.

Una de les técniques histoquimiques més utilitzades per la deteccio de cél-lules
apoptotiques en talls histologics €s la técnica TUNEL, perd cal tenir en compte, que
la identificaci6 de c¢l-lules apoptotiques gracies a aquesta técnica en seccions
histologiques ha estat molt qliestionada, ja que diversos estudis demostren que en
molts casos, la mort per necrosi també mostra el DNA fragmentat en escala (ladder) i
positivitat a la técnica TUNEL. Aixo ens indica que no sempre hi ha una correlacié
directa entre cél-lules TUNEL positives i apoptosi (Charriaut-Marlangue i Ben-Ari,
1995; Van Lookeren Campagne et al., 1995; Dong et al., 1997; Gwag et al., 1997;
Sohn et al., 1998, Fujikawa et al., 1999; Ishimaru et al., 1999; Fujikawa et al., 2000).

En els experiments realitzats amb embrions de pollastre en els quals s'ha induit
la mort necrotica (amb NMDA) o apoptotica (amb fB-Bgtx), sha observat un
increment del nombre de cél-lules TUNEL positives en els dos tipus de mort. Mentre
que la immunoreactivitat de c-Jun/sc45 o de caspasa-3 activada només s'ha observat

en aquelles cél-lules que moren per apoptosi , i no per necrosi.

El tractament amb 1mg dNMDA provoca una lesié excitotoxica en la medul-la
espinal de I'embrié de pollastre on moltes neurones moren per necrosi (Calder¢ et al.,

1997). Després de 12h de l'administracié6 aguda dNMDA fou detectat un gran
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nombre de cél-lules TUNEL positives distribuides per tota la medul-la espinal. A
nivell ultraestructural aquestes cél-lules tenen caracteristiques necrotiques. Només, a
nivell de la banya ventral, es va veure un petit nombre de cél-lules aillades que eren
c-Jun/sc45 o caspasa-3 positives i que també eren TUNEL positives. Aixi doncs,
després del tractament amb NMDA, la majoria de cél-lules TUNEL positives
presenten caracteristiques morfologiques propies de les cél-lules necrotiques, la qual
cosa indica que la técnica TUNEL és poc especifica per identificar cél-lules

apoptotiques, ja que també detecta cél-lules amb morfologia necrotica.

Per altra banda, els embrions tractats amb -Bgtx ens mostren un increment de
cél'lules TUNEL positives associat a un increment de la immunoreactivitat c-
Jun/sc45 i caspasa-3. El fet que la mort de les MNs en aquest model sigui apoptdtica,
i que es produeixi l'activaci6 de la caspasa-3 en les mateixes cél-lules que son
immunoreactives per c-Jun/sc-45 ens demostra que els anticossos c-Jun/sc45 sén més
apropiats que la técnica TUNEL per a distingir les ce¢l-lules apoptotiques de les

necrotiques en seccions histologiques.

10.- ELS ANTIGENS DETECTATS PER c-JUN/SC45 SON PRODUCTE DE
L'ACTIVITAT CASPASA-3.

S'ha descrit, a partir d'experiments realitzats amb sistemes "cell-free", que els
principals executors que formen part de la maquinaria basica de mort és localitzen a
nivell del citosol. La caspasa-3 pertany a la familia de proteases citoplasmatiques,
anomenades caspases, que es caracteritzen per tenir un residu de cisteina en el seu
Hoc actiu i per tallar les proteines després de restes d'aspartat (Alnemri et al., 1996).
La caspasa-3 es considerada un dels executors clau de l'apoptosi, ja que és la
responsable de la proteolisi de moltes proteines durant aquest procés (Cohen, 1997).
La detecci6 "in situ" de l'activitat caspasa-3 representa un excellent marcador de
cél-lules apoptotiques quan estan en la fase executora (veure Esquema 1, adaptat de
Slee et al., 2000).
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Esquema 1. Esquema representatiu de les caspases que s'activen per via mitocondrial i alguns dels
substrats que trenquen les caspases efectores. La caspasa-3 és la principal executora d'aquesta via
essencial per I'apoptosi de la majoria de tipus cel-lulars. (adaptat de Slee et al., 2000).

Els resultats obtinguts "in situ" després de la digesti6 amb la caspasa-3 activa
en seccions de medul-la espinal, demostren que la immunoreactivitat citoplasmatica
de c-Jun/sc45 augmenta significativament en el soma de les MNs que tenen una
4 morfologia nuclear normal, i per tant, es detecta la immunoreactivitat per c-Jun/sc45
en céllules que no presenten nuclis picnotics. Aquestes MNs mostren un marcatge
idéntic a l'observat en cél-lules apoptotiques amb l'anticos c-Jun/sc45. Aquest
marcatge emergeix com a resultat de I’activitat de la caspasa-3, ja que en incubar les
mostres simultaniament amb caspasa-3 i Z-VAD, un inhibidor especific de caspasa-

3, el marcatge de c-Jun/sc45 en les MNs desapareix.

En les analisis de dot i western blot amb extractes de medul'la espinal a E10

tractats amb la caspasa-3 activa s’ha observat un increment de la diversitat i de la
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quantitat de substrats que sén immunoreactius per c-Jun/sc45. L’aparicié d’aquests
nous antigens €s una conseqiiéncia de I’activitat caspasa-3; ja que la
immunoreactivitat per c-Jun/sc45 no apareix quan les mostres han estat tractades

simultaniament amb caspasa-3 1 Z-VAD.

L’analisi per western blot amb l'anticos c-Jun/sc45 d'extractes citosolics
tractats amb caspasa-3, mostra diverses bandes amb diferents pesos moleculars que
molt probablement, sorgeixen com a conseqiiéncia de l'activitat caspasa, ja que Z-
VAD també és capag de bloquejar I'aparicié d'aquestes bandes. Per tant, el tractament
amb caspasa-3 activa, en mostres de medul-la espinal, és capa¢ de reproduir el
mateix patré d'immunoreactivitat que mostren les cél-lules apoptotiques amb I'anticos
c-Jun/sc45, perd en céllules completament normals. Aquests resultats estan en
concordanga amb altres estudis que indiquen que la caspasa-3, durant la fase
d’execuci6 de ’apoptosi, trenca un gran nombre de substrats citoplasmatics, com per
exemple, la fodrina, gelsolina i vimentina (Janicke et al., 1998; Kothakota et al.,
1997; Hashimoto et al., 1998) generant un ampli ventall de nous antigens, alguns

dels quals podrien ser reconeguts per c-Jun/sc45.

Recentment, estudis realitzats en el nostre laboratori amb céllules de
neuroblastoma huma han permés identificar, amb [’anticos c-Jun/sc45, un nou
antigen que es detecta en cél-lules apoptotiques i que sorgeix del trencament de la
seryl-tRNA sintetasa mitjancat per l'activitat proteolitica de la caspasa-3 (Casas et

al., 2001).

En conjunt, aquests resultats suggereixen que l'anticos c-Jun/sc45 sembla
reconéixer diversos fragments de diferents proteines que es generen en ser tallats per
la caspasa-3 durant la fase executora de I’apoptosi i, en conseqiiéncia, es pot
considerar que c-Jun/sc45 en realitat detecta neoepitops apareguts com a resultat de
l'activitat caspasa-3. Per tant, és evident que pot representar una eina util a I'hora
d’identificar noves proteines substrats de caspasa-3; essent un marcador excel-lent i
fiable per a I’estudi immunohistoquimic de céllules apoptotiques en seccions

histologiques.
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VIII. CONCLUSIONS




1.- c-Jun es detecta especificament en el nucli de les motoneurones espinals de la

columna motora lateral de l'embri6 de pollastre durant el desenvolupament.

2.- Els nivells de c-Jun i la seva expressio s'incrementen abans i després del pic
maxim de mort cel-lular programada natural o induida de les motoneurones espinals

lumbars.

3.- La inducci6 de c-Jun abans de la mort cel-lular programada esta associada a la
seva fosforilacié en la serina 63 i a un increment dels nivells de la JNK1 en el nucli

de les motoneurones.

4.- La induccié de c-Jun es produiex en una fase prévia a la fase executora de

l'apoptosi en les motoneurones espinals de 'embri6 de pollastre.

5.- La induccié de c-Jun després del procés de mort no esta relacionada amb un
increment de la seva fosforilacid i no esta associada a un increment del nivells de
JNKI1.

6.- El muscimol, agonista dels receptors GABA,, té un efecte neuroprotector sobre
les motoneurones durant la PCD i rebaixa els nivells de c-Jun en les motoneurones

abans i després del pic maxim de mort.

7.- L'increment dels nivells de c-Jun després del pic de mort és independent de la

seva fosforilacid en la serina 63 i sembla estar relacionat amb l'activitat.
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8.- Els anticossos policlonals c-Jun/sc45 reconeixen antigens citoplasmatics que
apareixen durant la fase d'execucio de l'apoptosi i no estan associats a cél-lules

normals ni a cel-lules necrotiques.

9.- Els anticossos c-Jun/sc45 reconeixen antigens propis de cél-lules apoptotiques

tant en cél-lules neuronals com no neuronals.

10.- Els antigens que reconeixen els anticossos c-Jun/sc45 sorgeixen per accio

proteolitica de la caspasa -3 sobre diferents substrats.

11.- El anticossos c-Jun/sc45 permeten detectar l'activitat caspasa-3 en talls

histologics.

12.- Els anticossos c-Jun/sc45 permeten discriminar millor entre c¢l-lules

apoptotiques i necrotiques que la técnica TUNEL.
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