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FMR1 CON UN NUMERO DE CGGs EN EL RANGO
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Los pacientes portadores de premutacién en el gen MR (55-200 triple-
tes) se han considerado generalmente asintomaticos, sin embargo pueden
rrr:scntar un sindrome de tremor ataxia asociado al X frigil (FXTAE) o fa-
lo ovirico precoz en mujeres. La patologia se cree que es debida al efecto
toxico del IENA con un nimero elevado de tripletes. Sin embargo, dado
que estos pacientes tienen también niveles muy el?wados del mensajero, no
puede descartarse un efecto mediado por los niveles de RNA independien-
temente 0 no del nimero de tripletes. Para descartar esta hipotesis hemos
generado un ratdn transgénico utilizando el vector pSG5 y un cDINA del
en FMR1 con un nimero de CGGs en el rango normal. Sal I genera dos
gmentos, uno de 4,56 kb correspondiente al cDNA del gen FMR, el
promotor T7, un intrén de la B-globina y el promotor SV40; el otro frag-
mento de 3,03 kb corresponde al resto del plismide. El fragmento de 4,56
purificado se inyectd en pronticleos de ratones FVB y F1 obteniéndose va-
rias lineas fundadoras determinadas por PCR. utilizando cebadores que am-
plifican los domninios KH. Estas lineas se estin envejeciendo para obtener
grupos de transgénicos con diferentes edades y estudiar el posible fenotipo
de FXTAS. Los niveles de RNAm del gen FMR1 por PCR. cuantitativa
(Applied Biosystems) en cerebro, higado y misculo de los ratones transgéni-
cos son del orden de 20-50 veces superiores a los encontrados en los rato-
nes controles. En los estudios preliminares en campo claro con ratones de 3
meses de edad parecen existir diferencias aunque no significativas en activi-
dad espontinea y en permanencia en los bordes del campo. Se estd incre-
mentando el nimero y edad de los ratones y poniendo a punto otras deter-
minaciones para profundizar en el estudio f{:noﬁpico de estos animales.
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The first report on the effectiveness of Ap immunotherapy in the PDAPP
mouse raised the ansibility of finding a cure for Alzheimer’s Disease,
Single-chain variable fragments (SCFV%—VH andVL domains of any an-
tibody, joined by a linker- have been revealed as an effective therapy in
animal models and, more encouraging, do not activate microglia, show
better pharmacokinetics, and can be rationally engineered, among other
advantages, when compared to complete antibodies.

A 3-D model for a ScFV specific for the AP peptide has been construc-
ted by homology-modeling, built en humanized-lgG VL and VH do-
mains scoring the highest amino-acid sequence identity,as well as having
a solved crystal structure in the protein databank {pdb). The ScFV wi
the pdb code 2GHW-B has the higher score, with a 70% match align-
ment. This pdb has been used as the template for modeling our sequence
with MODELLER, rendering five possible coordinates. Among them,
the construct showing the best scores calculated by ProSa was selected.
The pseudo-energies are minimal in the FR regions and higher in the
CDR regions, as expected from the flexibility required to perform the
antigen-recognition function. Concerning energy in the linker region, 10
different structures match the selected model, and their coordinates were
submitted to random search for the lowest energy conformation. Even
though the best conformer has finally been selected, the fact that several
conformers of this region have acceptable scores is not surprising becau-
se the sequence of the linker is already engineered to obtam flexibility
between the VH and VL domains. This model allows for information re-
levant for rational design.
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Introduccidn: La resistencia a insulina se ha relacionado con un aumento de
la expresion y/o actividad de proteinas tirosina fosfatasas, especialmente
PTP1B, tanto a nivel central como perifético. Las ratas viejas presentan re-
sistencia central a insulina debido a milltiples alteraciones en su via de se-
fializacién, En este trabajo hemos estudiado el posible papel de las PTPs
en la resistencia central a insulina durante el envejecimiento y su relacion
con la restriccion nutricional.

Material y métodos: En extractos hipotalamicos de ratas wistar macho de
3y 24 meses de edad, y de 24 meses sometidas a restriccion nutricional
cronica se determiné: la actividad fosfatasa total utilizando PNPP y la ca-
pacidad de desfosforilar a un péptido fosforilado en tirosina en los sitios de
autofosforilacién de la cadena b del recepror de insulina mediante el kit
PTP assay kit 1;1a activacion de la PTP1B y su asociacién con el receptor
de insulina (RI) mediante inmunoprecipitacion y westers blot,

Resultados: A pesar de que la actividad fosfarasa total no se modifica en ex-
tractos hi otﬁémicm e ratas viejas, la capacidad de estos extractos
desfosforilar el péptido con la secuencia de autofosforilacion en tyr del R1
aumento si ilia:iv.:uncnte en ratas viejas. Ademis se observo un aumen-
to de la fosforilacion en fyr de PTB1B asi como de su asociacion con el
RI en extractos hipotalimicos de ratas viejas. La restriccion nutricional
crénica ligeramente revirtié estos parimetros.

Conclusiones: En hipotilamos de animales viejos el aumento de la actvi-
dad de la PTP1B y de su asociacion con el RI podria estar implicado en
la menor capacidad del receptor de insulina para activarse en respuesta a
insulina. Estos cambios son parcialmente restaurados con una restriccion
nuericional.

' MA94 CONTRIBUCION DE LA FOSFATASA

PTPIB A LA ACCION DE LA INSULINA EN EL
MUSCULO ESQ CO: METABOLISMO DE LA
GLUCOSAY EL GLUCOGENO

M. Alonso-Chamorro!, 1. Nieto-Vizquez!, L. Garcla-Guerra!,
M. Montori Grau2, A.M. Gémez-Foix?, M. Lorenzo Balado!
1Dpto. Bioquimica y Bl'olqsi'u Molecular II, Universidad Complutense de
Madrid, Madrid, Esparia. ?Dpto. Bioquimica, Universidad de Barcelona,
Barcelona, Espadia.

Antecedentes: PTP1B es una proteina fosfatasa especifica de residuos tirosi-
14, que participa en procesos de sefializacion, ejerciendo como regulador
negativo de la via intracelular de la insulina. La expresion de PTP1B se in-
crementa en estados de inflamacion, obesidad y diabetes tipo 2 asociados
con resistencia a insulina. Mérodos: Estudiamos el papel de PTP1B sobre el
metabolismo del glucégeno en una cepa de ratones knock-out para PTP1B
asi como en una linea de miocitos inmortalizados, deficientes para esta
proteina, Se midio el contenido y la sintesis del glucogeno, las actividades
enzimiticas Glucdgeno Sintasa(GGS) y Glucdgeno fosforilasa (GF) v se es-
tudiaron posibles vias de sefializacion (western blot). Resultados y discusion:
Nuestros estudios previos muestran que, los miocitos deficientes en
PTP1B presentan una mayor caEracién de glucosa asi como una mayor
translocacion de GLUT4 a membrana bajo estimulo de insulina, en com-
paracion con el fenotipo wild-type. En los miocitos el contenido y sintesis
de glucdgeno asi como la actividad de la enzima GS, se ven estimulados
por la insulina en ambos fenotipos (knock-out y wild-type), debido a una
mayor inhibicién de la kinasa GSE3 asi como a una menor fosforilacion
d:‘ia enzima GS {mas activa). Ademis, la deficiencia de PTP1B protege
frente a la resistencia a la insulina promovida por el TNF-alpha tanto a na-
vel de transporte de glucosa como de metabelismo del glucogeno. Con-
chusiones: La ausencia de PTP1B ejerceria un papel protector en situacio-
nes de resistencia a insuling, favoreciendo su accion sobre el metabalismo
de la glucosa y del glucdgeno en el misculo esquelético,
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