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ABREVIATURAS

AP: B-amiloide

Ach: acetilcolina

ADN: 4cido desoxirribonucléico
ADRDA: asociaciéon de Alzheimer y
enfermedades relacionadas

AICD: dominio intracelular de APP
AIF: factor inductor de apoptosis
AINEs: antiinflamatorios no esteroideos
ALZAS: del inglés
Associated Protein”
AMPA:

“Alzheimer

a-amino-3-hidroxi-5-metil-
isoxazol-4-propionato

ANOVA: analisis de varianza

ApoE: apolipoproteina E

APP: proteina precursora de amiloide
ARN: 4cido ribonucleico

ATM: proteina quinasa ataxia
telangiectasia mutada

ATP: adenosin trifosfato

AV-FITC: anexina V acoplada a
fluoresceina

o2M: a-2 macro globulina

BACE: enzima B-secretasa
BAPTA-AM: écido 1,2-bis (o-
aminofenoxi) etano-N,N,N’,N’-
tetracético

BCHE: butirilcolinesterasa K

BrdU: bromo deoxiuridina

BSA: albumina de suero bovino

CaM: calmodulina

CaMKII: calmodulina quinasa II
CaMKK: calmodulina quinasa quinasa
CDK: quinasa dependiente de ciclina
CDKI: inhibidor de quinasa dependiente
de ciclina

CEAFA: Confederacion Espafiola de
Familiares de Enfermos de Alzheimer
CHSA: estudio canadiense de salud y
envejecimiento

CMSPs: células mononucleares de
sangre periférica

CMZ: calmidazolium

COX: ciclooxigenasa

DAPI: 4’,6-Diamidino-2-fenilindol
dihidrocloruro

DCL: deterioro cognitivo leve

DMSO: dimetilsulfoxido

DSM IllI-r: del inglés “Diagnostic
Statistical Manual 111, revised”

DTT: ditiotreitol

EA: enfermedad de alzhéimer

EAF: enfermedad de alzhéimer familiar
EBV: virus de Epstein-Barr
ECL: del inglés “enhanced
chemiluminiscent”

EEG: electroencefalograma

EDTA: 4cido etilen diamino tetracético

EGF: factor de crecimiento endotelial
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EGTA: acido etilenglicol tetracético
ELA: esclerosis lateral amiotrofica

Erk: quinasas reguladas por sefales
extracelulares

FAST: del inglés
Assesment Staging”

“Functional

FBS: suero fetal bovino

FDA: del inglés “Food and Drug
Administration”

FOX: del inglés “forkhead box”

FPP: farnesil pirofosfato

FISH: fluorescencia de hibridacion in
situ

FITC: isotiocianato de fluoresceina
GD3: ganglidsido 3

GFP: proteina verde fluorescente
GGPP: geranil geranil pirofosfato
GSK3: glucdgeno sintasa kinasa 33
Gi: gap (fase) 1

G;: gap (fase) 2

HCI: acido clorhidrico

Hepes: N-[2-hidroxietil] piperacina-N’-
[2-acido etanosulfonico]

HMG-CoA: 3-hidroxi 3-metilglutaril
coenzima A

IL: interleuquina

IP: Toduro de Propidio

KCI: cloruro potasico

KClOg: perclorato de potasio

KH,PO4: Fosfato diacido de potasio
KN-62: 1-(N-O-bis[5-
isoquinolinesulfonil]-N-metil-L-tirosil)-

4-fenilpiperacina)

KOH: hidréxido de potasio

LCR: liquido cefalorraquideo

LRP: receptor de lipoproteinas de baja
densidad

MgCl,: cloruro magnésico

MAP: proteinas asociadas a
microtubulos
MAPK: quinasas activadas  por
mitdogenos

MARK: quinasa reguladora de 1la
afinidad del microtabulo

MEK: proteina quinasa que fosforila a
Erk

M-CSF:  factor  estimulante de
macrofagos

MEV: mevalonato

MG132: del inglés “N-
(benzyloxycarbonyl)”’;  inhibidor del
proteasoma

MMLYV: virus de leucemia murina de
Moloney

MMSE: test mini mental

MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5 difeniltetrazolium

NADPH: nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato

NaCl: cloruro sodico

NaF: fluoruro soédico

Na,HPOy: fosfato acido de sodio

NFTs: ovillos neurofibrilares

NINCDS: Instituto Americano de

enfermedades neuroldgicas, cognitivas e

infarto



NMDA: N-metil-D-aspartato

NP-40: Nonidet P-40

6-OHDA: 6-hidroxi dopamina

PAK3: quinasa 3, activada por p21

PBS: tampon fosfato salino

PCNA: del inglés “proliferating cell
nuclear antigen”

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PET: tomografia por emision de
positrones

PFA: paraformaldehido
PHF: filamentos helicoidales
emparejados

PM: peso molecular

PMSE: fluoruro fenilmetilsulfonil
PPARy:  receptor  activador  de
proliferacion peroxisoma

pRb: proteina de retinoblastoma

PS: presenilina
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permeabilidad transitoria

PTEN: del inglés “phosphatase and
tensin homolog”
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RT-PCR: retrotranscripcion y PCR
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SNC: sistema nervioso central
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polimorphism”
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SV40: del inglés “simian virus 40”
TAC: tomografia axial computarizada
TBI: del inglés “traumatic brain injury”
TLR: del inglés “Toll-like-receptor”
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TNF: factor de necrosis tumoral
TUNEL: del  inglés  Terminal

transferase dUTP-nick end labeling
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Hace poco més de cien afios, el médico aleman Alois Alzheimer dio nombre al
trastorno neurodegenerativo progresivo causante de la demencia méas comun entre
individuos de mediana y avanzada edad, el cual da lugar a un deterioro cognitivo
generalizado y a trastornos de conducta en la persona. La enfermedad cursa con una
pérdida de memoria, de lenguaje y de otras cualidades mentales, incapacitando al
paciente a hacer razonamientos y a resolver problemas y, provocando, en algunos casos,
sintomas psicoticos, como paranoia y alucinaciones. Su duraciéon media suele ser,
aproximadamente, de diez afos, aunque puede variar de un paciente a otro.

El principal factor de riesgo de la enfermedad de Alzheimer (EA) es la edad
avanzada. El aumento de la esperanza de vida y el descenso de la natalidad ocurridos
desde principios del siglo XX hasta hoy, han producido un aumento progresivo del
envejecimiento de la poblacion. Por estos motivos la EA es una enfermedad cada vez
mas frecuente. En la actualidad la EA afecta al 7-10% de los individuos mayores de 65

afios y, aproximadamente, al 40% de los que sobrepasan los 80 afios de edad.

Apuntes historicos

En 1907 A. Alzheimer describi6 el primer caso de la enfermedad pero ha sido en
los ultimos 30 o 40 afios cuando realmente se han producido grandes avances en la
investigacion y en el conocimiento de la enfermedad. Paralelamente, aumento
exponencialmente el numero de publicaciones sobre la EA. Solamente en el primer

trimestre de 2009, se pueden encontrar 3.278 referencias en la base de datos Medline.

La evaluaciéon médica y descripcion original de A. Alzheimer hacia referencia a la
presencia de agregaciones proteicas anormales en el cerebro de una mujer de 53 afos,
fallecida tras una corta enfermedad, cuyos principales sintomas fueron demencia,

trastornos de lenguaje, alteraciones de memoria y celopatia.

Desde la descripcion de A. Alzheimer hasta finales de los afos sesenta, la
enfermedad era considerada como un tipo raro de demencia presenil. A partir de
entonces, se confirmd, de forma inequivoca y constante, la presencia de los agregados

proteicos denominados ovillos neurofibrilares (NFTs) y placas neuriticas en ancianos
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con deterioro cognitivo, genéricamente diagnosticados de demencia senil (Blessed y
cols., 1968). Desde este momento, la enfermedad de Alzheimer pas6 de ser considerada
una rareza, a ser reconocida como la principal causa de demencia en personas de edad
avanzada y uno de los principales problemas de salud de nuestro tiempo a la vez que se
empezaron a desarrollar criterios estrictos para su diagndstico clinico (McKhann y cols.,

1984).

Cuando la enfermedad pudo ser estudiada a nivel microscdpico, se dio a conocer
la ultraestructura de los agregados proteicos por parte de los investigadores M. Kidd y
R. D. Terry (Kidd, 1963; Terry, 1963). Los dos coincidieron en la descripcion de los
filamentos helicoidales emparejados (PHF), presentes en los ovillos neurofibrilares y,
mas adelante, Terry, demostrd que el nicleo de las placas neuriticas estaba constituido
por material amiloide fibrilar (Terry, 1978). Con posterioridad a estos descubrimientos,
se conocid que los ovillos neurofibrilares estan constituidos por una proteina altamente
fosforilada, la proteina “t” (tau), y que el material amiloide fibrilar que constituye el
nucleo de las placas neuriticas era mayoritariamente un péptido de 40-42 aminoacidos

llamado B-amiloide (AP) (Glenner y Wong, 1984a, b; Goedert y cols., 1991).

En los afios 70, los estudios de cerebros postmortem de pacientes con EA
condujeron a varias conclusiones: se observo una entrada reducida de colina, liberacion
disminuida de acetilcolina (Ach) y pérdida de neuronas colinérgicas en los nucleos
basales de Meynert, confirmando un déficit sustancial colinérgico presindptico, en
concreto de Ach, cuya disponibilidad depende de las enzimas colinesterasa y acetil
colina transferasa (hipotesis del déficit colinérgico) (White y cols., 1977; Francis y
cols., 1999). Este descubrimiento contribuyd a sentar bases para el desarrollo de la
primera intervencion terapéutica sobre la EA y, tras ser aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA), empezaron a utilizarse analogos de Ach e inhibidores del enzima

colinesterasa como tratamiento para los enfermos de EA.

Los avances en genética molecular y el desarrollo de modelos experimentales para
el estudio de la enfermedad, han supuesto una contribuciéon importante para el
conocimiento de la misma. A pesar de ello, hasta el momento todas las opciones
farmacoldgicas para el tratamiento de la EA, asi como las alternativas terapéuticas sobre
los sintomas psicoldgicos y trastornos del comportamiento son insuficientes y, por ello,

todavia es necesario desarrollar métodos eficaces de diagnostico precoz y tratamientos
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que no sean Unicamente paliativos. Los prondsticos para el afio 2025 indican que el
numero de personas diagnosticadas con demencia sera el doble que en 1980 en los
paises desarrollados y cuatro veces mas en los paises del Tercer Mundo. Sobre este
aspecto, en 1998 se realizé un estudio en el que se estimd que para el afio 2050 podria
reducirse el numero de pacientes con EA en un 50% si se consiguiera retrasar la
aparicion de la enfermedad en tan sélo 5 afnos (Brookmeyer y cols., 1998). En nuestro
pais, la enfermedad afecta aproximadamente a 400.000 personas y las expectativas son
que esta cifra se doblara en el afio 2020. Constituye ya la décima causa de mortalidad en

Espana.

1-. DIAGNOSTICO Y ETIOLOGIA DE LA EA.

El diagnéstico de la EA, a dia de hoy, atiende al examen neuroldgico, a los

cuestionarios neuropsicologicos y a las imagenes tomadas del cerebro de pacientes.

En la actualidad, los parametros utilizados para predecir la EA atienden a los
criterios del Instituto Americano de Enfermedades Neuroldgicas, Cognitivas e Infarto y
de la Asociaciéon de Alzheimer y Enfermedades Relacionadas (National Institute of
Neurologic, Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association; NINCDS-ADRDA) establecidos en 1984 (McKhan y cols.,
1984). Estos, junto con el diagndstico neuropsicologico de demencia, tomografia axial
computarizada (TAC), espectroscopia de resonancia magnética, tomografia por emision
de positrones (PET), electroencefalograma, etc., permiten descartar otras causas de
deterioro mental y otras demencias. Previo al estadio de enfermedad aparece el
deterioro cognitivo leve (DCL) en el que se ven alteradas una o varias funciones
cognitivas pero no es calificado como demencia. Sin embargo, se estima que el 55% de
los casos con DCL manifiesta en un plazo de 4,5 afios, demencia tipo alzhéimer (Avila

y cols., 2004).

El nivel de precision del diagnostico de EA in vivo, con los criterios actuales,
solo puede aproximarse a “probable”. Unicamente la deteccién mediante estudios de
cerebros de pacientes postmortem de los dos principales marcadores neuropatologicos
de EA (las placas seniles y los ovillos neurofibrilares), permite hacer un diagndstico
definitivo que excluye a la EA de otros tipos de demencia (Bacskai y cols., 2002; Chui

y cols., 1993; Mori, 2000). Normalmente, la EA se clasifica de manera arbitraria de
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acuerdo con la edad a la que se diagnostica en el individuo. Cuando la enfermedad
ocurre antes de los 65 afios se habla de EA4 de aparicion precoz o presenil, a diferencia
de la EA de aparicion tardia, que tiene lugar en individuos mayores de 65 afos. A partir
de muchas investigaciones, se ha determinado que la EA precoz es de tipo familiar, con
un patrén de herencia mendeliana, la cual sélo aparece en una minoria de casos de EA
con una clara historia familiar (entre el 1% y el 5% de los casos) (Shastry y Giblin,
1999). El otro tipo de EA es esporddica, y representa a la mayoria de pacientes. A dia de
hoy, son tres los genes identificados cuyas mutaciones dan cuenta de los casos de EA
familiar (EAF), mostrando una penetrancia cercana al 100% con herencia autosdémica
dominante. Los genes son de la proteina precursora de amiloide (APP; en el cromosoma
21), de la proteina presenilina-1 (PS1; en el cromosoma 14) y de la proteina presenilina-
2 (PS2; en el cromosoma 1) (Schellenberg, 1995). Diferente a esta forma de EAF, es la
forma esporadica cuya etiologia es mas compleja porque atiende a una suma de factores
ambientales y genéticos que, tomados aisladamente, no serian suficientes para
desarrollar la enfermedad. El gen de la apolipoproteina E (ApoE) esta reconocido como
el principal factor de riesgo de esta EA compleja, esporadica, de aparicion tardia (Lusis
y cols., 1986; Corder y cols., 1993). Otro gen identificado como factor de riesgo para la
EA esporadica mediante analisis de ligamiento genético es el gen a-2 macroglobulina
(a-2M). Aparte de ApoE y a-2M, existen otros genes de susceptibilidad, con formas
polimorficas que parecen estar asociadas con un mayor riesgo de padecer EA y, como
tales, podrian estar involucrados en la patologia (Shastry y Giblin, 1999). En la mayoria
de los casos esporadicos de EA, probablemente algunos de los factores genéticos
interactuen con otros factores ambientales o con condiciones patoldgicas o fisioldgicas
ejerciendo un efecto patogénico sinérgico que aumenta la probabilidad de aparicion de
la enfermedad. Este modelo de dicotomia genética para la EA también se aplica a otras
enfermedades relacionadas con la edad y que tienen un componente genético, tales
como enfermedades cardiovasculares, diabetes y céancer (Tanzi, 1999). La tabla I
muestra los genes involucrados en la EAF asi como genes de susceptibilidad propuestos

para la EA esporadica.
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TABLA|

Genes involucrados en el diagnéstico temprano familiar de la EA (en negrita) y genes de

susceptibilidad para la EA (tomado de Rochi y cols., 2003).

Localizacion

Familiar (F) y/o

Implicacion en la

Wemlis et g cromosomica IR0 esporadica (E) EA
APP 21921.3-g22.05 Temprano F Conocida
PS1 14g24.3 Temprano F Conocida
PS2 1931-g42 Temprano F Conocida
APOE 19q32.2 Tardio EyF Conocida
a2M 12p Tardio E Incierta
LRP 12 Tardio E Incierta
LBP-1¢/CP2/LSF 12 Tardio E Incierta
ACE 17q23 Tardio E Incierta
VLDL-R 9pter—p23 Tardio E Incierta
BChE 3q26.1-q26.2 Tardio E Incierta
ACT 14q32.1 Tardio E Incierta
IDE 10g23—q25 Tardio/Temprano  Ey F (;?) Incierta
1 C2 3q21 Tardio E Incierta
catD 11p15.5 Tardio/Temprano EyF Incierta
BH 17q11.1—q11.2 Tardio/Temprano  E Incierta
TGF-p1 19q13.1—q13.3 Tardio E Incierta
5-HTT 17q11.1—ql2 Tardio E Incierta
Promotor de 19q32.2 Tardio/Temprano  E Incierta
APOE
NOS3 7q35 Tardio E Incierta
CST3 20pl11.2 Tardio E Incierta
Promotor de PS/ 14q24 Temprano EyF Incierta

Los factores ambientales como el tabaquismo, la diabetes, la hipertension
arterial, las dietas ricas en grasas, leves intoxicaciones, etc., pueden favorecer el
desarrollo de la EA en personas portadoras de alguno de estos genes de susceptibilidad,
pero ninguno de ellos por separado, provoca la enfermedad. Por su naturaleza, estos
factores pueden ser controlables a lo largo de la vida del individuo. Otro factor que
parece estar implicado en la aparicion de la EA es la capacidad cognitiva, ya sea natural
o adquirida, en la que el individuo activa y utiliza progresivamente redes neuronales en
respuesta a su demanda cognitiva (reserva cognitiva) compensando, si las hay, algunas
lesiones histopatologicas (Stern, 2006). Aparentemente, en los individuos con mayor
reserva cognitiva, los sintomas de la enfermedad aparecen mas tarde que en los

individuos con menor reserva cognitiva, aun presentando lesiones cerebrales similares.

En cuanto a la identificacion de las fases de la EA se han utilizado distintas
escalas, en un intento de ayudar a los cuidadores y familias a entender las necesidades
de los enfermos. Una de estas escalas, la denominada FAST (Functional Assesment

Staging) fue desarrollada por Reisberg y cols., en 1982, y divide a la EA en 16 estadios
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funcionales sucesivos, en los que se van perdiendo distintas habilidades funcionales en

la vida ordinaria (Tabla II).

TABLA I
ESTADIOS FAST

ESTADIOS FAST

CARACTERISTICAS

1-. Adulto normal

Sin deterioro funcional

2-. Adulto normal

La persona percibe cierto declive

3-. EA Temprana

Déficit evidente para realizar ciertas tareas

4-. EA Leve Se requiere ayuda en ciertas labores como el
maneijo de la economia doméstica

5-. EA Moderada Se requiere ayuda para elegir las prendas
adecuadas de vestimenta segtin la ocasion

6-. EA Moderada-Grave

6a
6b
6¢
6d
6e

Requiere ayuda para vestirse
Requiere ayuda para bafiarse
Requiere ayuda para usar el WC
Incontinencia urinaria

Incontinencia fecal

7-. EA Grave

7a
7b
Tc
7d
Te
7f

Lenguaje limitado a media docena de palabras
Lenguaje limitado a una palabra

Incapacidad de andar

Incapacidad para sentarse

Incapacidad para sonreir

Incapacidad de mantener la cabeza erguida

Trabajando con esta escala, el mismo grupo de investigadores encontré una

correlacion entre el deterioro funcional en la EA y el desarrollo de las funciones en la

infancia, de manera que la EA revierte el proceso perdiéndose, en primer lugar vy,

sucesivamente, las habilidades que se adquirieron mas tarde en la vida del individuo

(Tabla III).
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TABLAIII

Niveles funcionales en la EA y edad de aparicion de las funciones en el desarrollo

) BTG Lt
Mantener la cabeza erguida 7f 1-3 meses
Sonreir Te 3-4 meses
Sentarse sin ayuda 7d 6-10 meses
Caminar 7c 12 meses
Lenguaje limitado a una unica 7b 12 meses
palabra ininteligible

Lenguaje limitado a media docena Ta 15 meses
de palabras

Control de defecacion 6e 24-36 meses
Continencia urinaria 6d 36-54 meses
Asearse solo 6¢ 48 meses
Baiarse solo 6b 4 aflos
Vestirse s6lo 6a 5 aflos
Elegir la ropa adecuada para la 5 5-7 afios
ocasion

Manejo de la economia doméstica 4 8-12 afios
Compras, cocinar, trabajar, etc. 3 Adolescencia

2-. NEUROBIOLOGIA Y NEUROPATOLOGIA DE LA EA

Las zonas del cerebro afectadas por la EA son areas de asociacion cortical y
areas del sistema limbico, en concreto el hipocampo, la amigdala y la corteza entorrinal.
Los marcadores histopatologicos que caracterizan a la EA son las placas neuriticas o
seniles y los ovillos neurofibrilares. Ambas lesiones aparecen sobre todo en el sistema
limbico y en la corteza de asociacion heteromodal y en menor proporcion, en las zonas
sensoriales primarias, en las areas motoras, en los ganglios basales y en el cerebelo
(DeKosky, 2002). También existe cierta vulnerabilidad o pérdida de los sistemas de
neurotransmisores, sobre todo en el sistema colinérgico aunque, dependiendo de la

zona, se encuentra mas o menos pérdida (Davies y Maloney, 1976).
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2.1-. Placas neuriticas.
Las placas neuriticas, principales marcadores histopatoldgicos de la EA, son
depositos proteicos extracelulares, de morfologia mas o menos esférica y con un tamafio

de entre 10 y 200 um de didmetro (Alzheimer, 1907) (figura 1B, Cy D).

Figura 1. Caracteristicas histopatoldgicas de la EA. A: Atrofia cerebral. En la izquierda, una
seccion de cerebro de un paciente con EA de 70 afios que muestra una signos de atrofia, dilatacion del
ventriculo y un hipocampo reducido. A la derecha, la seccién de un cerebro sano de edad aproximada. B:
Ovillos neurofibrilares (N) y placas neuriticas (P) en el hipocampo. Tincion modificada de
Bielschowsky/plata. C: B-amiloidosis en el l6bulo frontal: una placa difusa (D), una placa neuritica (cored
plaque; C) y angiopatia amiloidea cerebral (A). Inmunohistoquimica contra $-amiloide (10DS5). D: ovillos
neurofibrilares (N) y placas neuriticas (P) en el lobulo frontal. Inmunohistoquimica o fosforilacion.
Tomado de Wippold y cols., 2008.

Estan constituidas principalmente por el péptido AP que es un fragmento de 40-
42 aminoacidos derivado de la proteolisis en la region de los aminoacidos 39-42 de la
proteina precursora de amiloide que es una glicoproteina transmembranal con dominios
extra- e intracelulares (figura 2) (Mott y Hulette, 2005; Goedert y Spillantini, 2006;
Imbimbo y cols., 2005; Ellison y Love, 2004). Existen al menos 10 isoformas de APP
dentro de un mismo individuo, lo que sugiere que esta proteina desempefie un papel
relevante en la fisiologia de la célula (Imbimbo y cols., 2005; Hardy y Allsop, 1991;
Drachman, 2006; Bayer y cols., 2001). El metabolismo de APP tiene lugar a través de la
via a-secretasa, principalmente, y S y j-secretasa, secundariamente (figura 2). La
proteolisis de APP por a-secretasa da lugar a un fragmento extracelular, s4PP,, que

podria tener importancia neuroprotectora (Mattson, 1997), y a otro fragmento proteico
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de 83 carbonos (C83), que atraviesa la membrana. Cuando la proteolisis la realiza (3-
secretasa (BACE), se produce un residuo extracelular, s4PPg, y un fragmento de 99
carbonos (C99) que atraviesa la membrana plasmatica. C99 puede a su vez ser cortado
por y-secretasa, resultando por una parte, el péptido AP (parte externa de C99) y por
otra el fragmento del dominio intracelular de APP (AICD). AP puede formar agregados
neurotdxicos en forma de oligdmeros y, mas adelante, polimerizar originando grandes
fibras y, en ultimo lugar, las placas de amiloide (Imbimbo y cols., 2005; Armstrong,
2006; Drachman, 2006). Formando parte del complejo y-secretasa estan las proteinas
presenilina 1 y 2 (PS1 y PS2) que regulan el procesamiento de APP (Goedert y
Spillantini, 2006).

BB
=
0
=]

sAPP, Ap

Oligdmeros AP

PLACASDE __ Poll Ap

AMILOIDE

Figura 2. Esquema del procesamiento de APP. Por la via a-secretasa (o)) se genera el
fragmento sAPP, y el péptido C83. Por la via B-secretasa la enzima (B) corta APP generando los
fragmentos sAPPg y C99. Por otra parte, C99 es cortado por y-secretasa (y) dando lugar al péptido AP y al
fragmento intracelular AICD. Tomado de Wippold y cols., 2008.

Ademas del péptido AP, las placas también contienen otros componentes
proteicos como ApoE, a-1-antiquimiotripsina, y proteoglicanos. Asociada a muchas de
las placas es evidente la presencia de inflamacion, astrocitosis, microglia y neuritas
distréficas procedentes de neuronas destruidas y fragmentos dendriticos que contienen

restos de lisosomas (Wippold y cols., 2006; Lowe y cols., 1988; Tomokane y cols.,
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1991; Murayama y cols., 1992). En algunas de ellas se encuentran filamentos
helicoidales emparejados que son agregados filamentosos de la proteina tau (Ellison y
Love, 2004; Hardy y Allsop, 1991; Kidd, 1964).

Existen varios tipos de placas. Por un lado, existen las placas difusas que son
acimulos marginales de AP mal agregado, no fibrilar y que carecen de neuritas
distroficas, no presentan reaccion glial ni una estructura interna organizada (Mott y
Hulette, 2005; Yamaguchi y cols., 1988). Otro tipo son las placas neuriticas que estan
compuestas por un ntcleo central de AP fibrilar y estan rodeadas de neuritas distroficas
(Mott y Hulette, 2005; Ellison y Love, 2004; Yamaguchi y cols., 1988). Las placas
neuriticas se presentan asociadas a la degeneracion de las uniones sinapticas y estan
rodeadas de astrocitos reactivos y células de la migroglia activadas (Mott y Hulette,
2005; Armstrong, 2006). También, con frecuencia se encuentran asociadas a factores
del complemento e inmunoglobulinas y estan rodeadas de un halo fibroso (Armstrong,
2006; Pearce, 2000). El tercer tipo de placas es lo que se conoce como placas
calcinadas (del inglés burnt-out) que se componen de un nicleo condensado de AP} sin
asociacion de neuritas y aparecen en los estadios ultimos de la enfermedad (Ellison y
Love, 2004). La mayor parte del AP fibrilar presente en las placas neuriticas esta
formado por el fragmento de 42 residuos (Jarret y cols., 1993) que es la forma mas
hidrofobica y susceptible de formar agregados, aunque también se pueden encontrar
fragmentos de AP40 (Iwatsubo y cols., 1994). Aunque no existen evidencias directas,
algunos investigadores coinciden en que en la progresion de la enfermedad, primero
aparecen las placas difusas, que evolucionan a placas neuriticas y, finalmente, terminan
siendo de tipo “burnt-out” (Ellison y Love, 2004; Sheng y cols., 1998). Las placas de
amiloide aparecen en areas de asociacion del neocortex, en el cingulo posterior y en

parte del sistema limbico (Mott y Hulette, 2005).

2.2-. Ovillos neurofibrilares.

Otra de las caracteristicas neuropatologicas de la EA son los ovillos
neurofibrilares (Alzheimer, 1907; Tonkonogy y Moak, 1988). Estas estructuras estan
compuestas mayoritariamente de proteina tau hiperfosforilada que se agrega formando
filamentos proteicos lineales de unos 10 nm que se enrollan formando los filamentos
helicoidales emparejados de unos 160 nm y que son facilmente distinguibles de otras

estructuras filamentosas de la célula (figura 1B, C, D) (Imbimbo y cols., 2005; Hardy y
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Allsop, 1991; Pastorino y Lu, 2006). La proteina tau normal estd involucrada en el
ensamblaje de microtubulos y contribuye, por tanto, organizando la arquitectura 3D de
la neurona y asistiendo en el transporte de proteinas y vesiculas esenciales para el
mantenimiento y funcion de la célula (Delacourte, 2005). Por razones desconocidas, la
proteina tau es hiperfosforilada y forma agregados dentro de las neuronas, los
microtibulos tienden a despolimerizarse y dejan de ejercer su funcion correctamente.
Ademas, la proteina tau agregada puede, por si misma, contribuir a la disfuncién
neuronal (Imbimbo y cols., 2005; Goedert y cols., 2006). Las causas de la fosforilacion
anormal de tau no son del todo conocidas, implicando alteraciones en la actividad de
proteinas quinasas y fosfatasas, asi como una deficiente adaptacién al estrés celular o
microambiental (Goedert y cols., 2006; Drachman, 2006). Inicialmente, la proteina tau
se encuentra dispersa dentro de las neuronas. Cuando se encuentra formando filamentos
definidos, la tincion de plata nos descubre los clasicos NFTs dentro de los cuerpos
neuronales y en las dendritas (figura 1B). Los NFTs nos muestran un escenario de
enfermedad tipico que es usado como marcador histopatoldgico de la misma en la
autopsia de cerebros de pacientes (Mott y Hulette, 2005; Braak y Braak, 1991; Price y
cols., 1991; Price y Morris, 1999). Solo cuando muere la célula se encuentran NFTs
extracelulares liberados. Los pacientes con EA en estadios preclinicos presentan NFTs
en la corteza entorrinal y segiin progresa la enfermedad aparecen en el sistema limbico
(hipocampo, amigdala,...) y, eventualmente en el isocortex (Braak y Braak, 1991; Price
y cols., 1991; Price y Morris, 1999). Esta afectacion regional bien definida sirvié para
determinar varias etapas histopatologicas tempranas y tardias de la EA y como criterio
neuropatoldgico para determinar la enfermedad (Braak y Braak, 1996) y correlaciona

con la evolucion clinica de 1la misma:

Estadios | y Il o estados preclinicos, también llamados transentorrinos:
escasa presencia de ovillos neurofibrilares en la regidon transentorrinal y moderada

presencia en la region entorrinal e hipocampo.

Estadios 111 y 1V: afectacion severa de la capa superficial entorrinal (estadio
III), y de la capa profunda de la region entorrinal (estadio IV). Se destruye la
transmision de la informacion desde el isocortex al hipocampo y viceversa, y se

interrumpen los circuitos limbicos.
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Estadios V y VI o también llamados estadios isocorticales: deterioro progresivo
del hipocampo y de las areas de asociacion. Alteracion de la memoria y de las funciones

cognitivas, funciones del lenguaje, motoras, visuales, etc.

La presencia de agregados de la proteina tau hiperfosforilada no es exclusiva de
la EA. Los NFTs también se han encontrado en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos
de pardlisis supranuclear progresiva, demencia corticobasal, enfermedad de Pick,
enfermedad de Parkinson, algunas formas familiares de demencia frontotemporal
(revisado en Wippold y cols, 2008), todas ellas enfermedades neurodegenerativas pero,
en ninguna de ellas, a diferencia de la EA, aparecen placas de amiloide (Goedert y
Spillantini, 2006). También se encuentran en individuos con sindrome de Down

(Lemere y cols., 1996).

3-. MUERTE NEURONAL.

La pérdida neuronal es otra caracteristica de la EA que afecta de forma selectiva
a determinadas areas del cerebro. Pese a que han transcurrido mas de cien afios desde la
descripcion de la enfermedad, todavia se sabe poco acerca de los mecanismos
moleculares implicados en la neurodegeneracion. En el cerebro de pacientes de EA se
ha observado que estan activados multiples sistemas proteoliticos incluyendo calpainas,
catepsinas y caspasas (Saito y cols., 1993; Grynspan y cols., 1997; Nixon y Cataldo,
2006) Se diferencian tres vias principales de muerte neuronal: apoptosis, muerte celular
por autofagia y necrosis (Camins y cols., 2008). Mientras que la necrosis es un proceso
irreversible y sin control alguno, la apoptosis y la autofagia son mecanismos
fisiologicos finamente controlados.

La apoptosis o muerte celular programada, se postula como el principal
mecanismo de muerte neuronal en la EA. Este proceso se caracteriza morfolégicamente
por la condensacion de la cromatina, fragmentacion del ADN y del ntcleo de la célula,
formacion de cuerpos apoptoticos (Kerr, 2002; Lockshin y Zakeri, 2004) y activacion de
caspasas (Cribbs y cols., 2004). La integridad de las membranas celular y mitocondrial
permanece intacta en los estadios iniciales. El periodo de tiempo entre la iniciacion del
proceso y la ejecucion de apoptosis puede durar horas o dias y los cuerpos apoptdticos

son fagocitados rapidamente por las células adyacentes o por macrofagos. Por tanto, en
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una enfermedad neurodegenerativa cronica, solo se detecta un numero pequefio de
neuronas apoptoticas en un momento dado (Ziegler y cols, 2004; Jellinger 2006).

Las evidencias experimentales que indican la participacion de la apoptosis en la
neurodegeneracion en la EA incluyen la presencia de niveles elevados de proteinas
apoptdticas y caspasas en neuronas que contienen ovillos neurofibrilares (Su y cols.,
1994) y fragmentacion de ADN asociada a los depositos amiloideos y ovillos
neurofibrilares (Lassmann y cols., 1995). También se han detectado dafios en el ADN y
niveles elevados de la proteina pro-apoptotica p53 en neuronas vulnerables en estadios
tempranos de la enfermedad (Cenini y cols., 2008). Por otra parte, se ha descrito que las
mutaciones en presenilinas hacen mas vulnerables a las neuronas frente a la apoptosis
inducida por la ausencia de factores troficos o por otros factores de estrés (Guo y cols.,
1997).

El proceso apoptoético se puede iniciar activando receptores de muerte en la
membrana celular (via extrinseca) o produciendo/activando ciertas proteinas como p53,
Bax, etc., que son capaces de inducir cambios en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial (via intrinseca). La mitocondria libera citocromo ¢ y AIF (del inglés
apoptosis-inducing factor), dando lugar a la formacion del complejo apoptosoma y la
activacion de las caspasas, como se recoge en el esquema de la figura 3. Ambas vias se
han asociado a condiciones patoldgicas neurodegenerativas (Haass, 1999; Harada y

Sugimoto, 1999; Zhang y cols, 2000).
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Figura 3. Modelo de las vias apoptéticas en la EA. Se muestra una secuencia hipotética de los
hechos que conducen a la activacion de caspasas (por ejemplo AP) tanto activando la via intrinseca como
la via extrinseca de apoptosis. Tomado de Eckert y cols., 2003.

La activacion de la cascada de las caspasas es el acontecimiento central del
proceso apoptotico. Las caspasas son una gran familia de cisteina/aspartato proteasas,
con funciones bien definidas en la muerte celular programada o apoptosis (Thornberry y
Lazebnik, 1998). Con objeto de controlar el proceso apoptotico, las caspasas se
expresan como precursores inactivos. Cuando las caspasas iniciadoras, caspasa 8 y
caspasa 9, son activadas por oligomerizacion, son capaces de hidrolizar los precursores
de las llamadas caspasas efectoras, caspasa 3, caspasa 6 y caspasa 7 (Salvesen y Dixit,
1997; Cryns y Yuan, 1998).

La caspasa-3 parece ser la principal enzima ejecutora implicada en la muerte
neuronal (Stavrovskaya y Kristal, 2005; van Loo y cols., 2002; Shimohama, 2000;
Stadelmann y cols., 1999; Garcia-Calvo, y cols., 1998). Se ha visto que la activacion de
la caspasa-3 aparece en cerebros de pacientes con EA leve y que esta activacion
aminora a lo largo de la progresion de la enfermedad (Gastard y cols., 2003).
Aparentemente, la caspasa-3 media la proteolisis de APP (Ayala-Grosso y cols., 2002),
y también, se ha comprobado que en neuronas pretratadas con AP, las caspasas
degradan la proteina tau propiciando mas rapidamente la formacion de agregados

filamentosos de la proteina (Gamblin y cols., 2003; Cotman y cols., 2005). A pesar del
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papel predominante de la caspasa-3 en la neurodegeneracion en la EA, también se ha
demostrado un incremento en la activacion de la caspasa-9 y caspasa 6 en cerebros de
pacientes de EA (Stavrovskaya y Kristal, 2005; van Loo y cols., 2002; Shimohama,
2000; Stadelmann y cols., 1999; Garcia-Calvo, y cols., 1998; Rohn y c0ls.2002; Guo y
cols., 2004).

Por otra parte, también se ha descrito la participacion del reticulo
endoplasmatico en la pérdida neuronal en la EA (LaFerla, 2002). Tanto en pacientes con
EAF, como en ratones transgénicos portadores de la mutante humana PS1, como en
cultivos celulares, se han encontrado diferencias en la vulnerabilidad de las neuronas
como consecuencia de alteraciones en la respuesta al estrés y en la liberacion de Ca*"
por el reticulo endoplasmatico (Mattson y Chan, 2003).

La apoptosis neuronal en EA puede implicar también mecanismos nucleares en
respuesta a dafos en el material genético o a la activacién no deseada del ciclo celular
implicando al complejo CDKS5/p25 que se acumula en cerebros de pacientes y en
neuronas cultivadas en presencia de AP (van Leeuwen y cols., 1998).

A pesar de las evidencias a favor de la activacion de apoptosis en cerebros de
pacientes de EA y de otras enfermedades neurodegenerativas, se discute si el término
apoptosis es adecuado para describir pérdida neuronal en este tipo de enfermedades
(Zhu y cols., 2007; Jellinger, 2006). La polémica surge en torno al corto espacio de
tiempo que se necesita para completar la apoptosis en cultivos neuronales y la
naturaleza cronica de la patologia neurodegenerativa. Se sabe que algunos de los
mediadores de la cascada apoptotica pueden regular la apoptosis de forma bifuncional
mostrando actividad pro- o anti-apoptotica. Por este motivo, algunos autores sugieren el
término de “apoptosis abortiva” (también “abortosis”) (Raina y cols., 2001, 2003) para
definir el hecho de que las proteinas reguladoras de apoptosis podrian retrasar la muerte
neuronal, prolongando la supervivencia de las células nerviosas de forma aberrante y sin
controlar el proceso de muerte celular programada.

La muerte por autofagia o autofagocitosis es un mecanismo altamente
conservado que garantiza la homeostasis celular a través del recambio y la degradacion
de componentes intracelulares incluyendo proteinas y agregados proteicos patologicos,
organulos y otras estructuras celulares en los lisosomas (Lockshin y Zakeri, 2004; Hara
y cols., 2006; Komatsu y cols., 2006). La actividad autofagica estd comprometida en
enfermedades relacionadas con el envejecimiento y, en particular en la EA (Lockshin y

Zakeri, 2004).
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Estan descritas tres vias de autofagia: macroautofagia en la que una membrana
encierra una region de citosol y lo que en esta se encuentre, formandose el
autofagosoma que después se fusionara con el lisosoma; la microautofagia en la que se
produce una invaginacion en el lisosoma encerrando una porcion de citosol y sus
componentes; la autofagia mediada por chaperonas en la que se reconocen
determinadas proteinas citosolicas por chaperonas y, a través de la union con receptores,
entran en el lisosoma. En la EA se ha visto induccion de los mecanismos de
macroautofagia en neuronas vulnerables en estadios tempranos de la enfermedad y
también en ratones doble transgénicos APP/PS1 (Nixon y cols., 2005; Yu y cols.,
2005a). En estas etapas, la regulacion de la autofagia es necesaria para la eliminacion
satisfactoria de proteinas toxicas y agregados (Nixon y cols., 2005) y conforme avanza
la enfermedad, la eficacia del proteasoma y del sistema lisosomal disminuye (Yu y
cols., 2005a). En consecuencia, se acumulan numerosas vesiculas autofagicas dentro de
las neuronas afectadas que, con el tiempo, liberaran las enzimas y productos toxicos de
su interior al citosol que pueden iniciar procesos apoptéticos o necroticos (Nixon, 2000;
Boland y Campbell, 2004; Jellinger y Stadelmann, 2001). Un mecanismo propuesto
recientemente indica que la presencia persistente de vesiculas autofagicas en la célula
puede ser transformada en una fuente interna de AP ya que las vesiculas pueden
contener APP y secretasas, contribuyendo al depésito de AP en la EA (Yu y cols.,
2005a).

Se ha sugerido que la autofagia puede ser un mecanismo protector en las
neuronas que reciben sefiales de apoptosis y presentan dafios mitocondriales. Un
nimero creciente de evidencias sugiere que existe una intima asociacion entre autofagia
y apoptosis sefialando tanto la posibilidad de que las alteraciones en autofagia puedan
inducir muerte apoptotica en las neuronas afectadas en la EA (Brunk y Terman, 2002;
Tolkovsky y cols., 2002) como que cuando se inhibe la via de las caspasas, propia de
apoptosis, la autofagia sea una via alternativa de muerte (revisado en Camins y cols.,

2008).

4-. MECANISMOS DE NEURODEGENERACION EN LA EA
4.1-. B-Amiloide
Aunque hoy no sabemos con exactitud la causa exacta de la EA, la hipotesis de

AP es, de momento, el marco conceptual mejor definido y considerado. La presencia de

22



introduccion

las placas de AP, se considera la caracteristica definitoria de la EA. Principalmente, la
hipdtesis de amiloide, que se propuso en los inicios de los afos 90 (Hardy y Higgins,
1992; Selkoe, 1991), dice que un incremento en la produccion de AP o una disminucion
en su eliminacion, inician los procesos que desencadenan la EA. La acumulacion de las
formas hidrofobicas de los péptidos AB40 y AB42, da lugar a la formacion de placas
insolubles que son iniciadoras de cambios que acaban provocando la muerte neuronal y,
por tanto la EA (figura 4). Desde distintas areas de la biologia son numerosas las
evidencias que apoyan la hipdtesis del amiloide (Crouch y cols., 2008; Hardy y Selkoe,
2002; Price y cols., 1998; Wakabayashi y De Strooper, 2008; Walsh y Selkoe, 2007,
Yankner y Lu, 2009). Por una parte, las mutaciones en PS1, PS2 y APP, que dan cuenta
de la mayoria de casos de la EAF parecen incrementar la generacion de AP o los niveles
de AP42. Por otro lado, estudios in vitro han demostrado la naturaleza toxica de los
péptidos amiloideos al inducir muerte neuronal por apoptosis y pérdida dendritica y
sindptica. Los mismos hechos se observaron in vivo al inyectar en cerebros de ratones
AP fibrilar (revisado en Pimplikar, 2009). En animales, en los que se han utilizado
terapias (inmunes y no inmunes) contra A}, se ha visto una reduccién en la carga de
placas amiloideas asi como mejoras en las funciones cognitivas y de memoria (Radde y
cols., 2008).

Con el tiempo, la hipdtesis inicial de la cascada de amiloide ha sido sometida a
cambios y variaciones, fundamentalmente en lo que se refiere a que A sea el iniciador

de los cambios que originan la enfermedad (figura 4).
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Figura 4. Hipo6tesis de B-amiloide. En este esquema se representa la vision clasica de la
hipétesis que concede al A la posicion inicial como causa de la EA. El bloqueo de los efectos de A por

encima de los otros hechos que ocurren en la EA evitaria la enfermedad. Tomado de Pimplikar y cols.,
2009.

La idea original de que las placas de AP son patogénicas estd en contraposicion
con el hecho de que la cantidad de placas en enfermos no correlaciona con su grado de
demencia (Terry y cols., 1991) y muchos pacientes con EA, con severos déficits de
memoria, no presentan placas de AP. Por otro lado, un gran ntimero de modelos de
ratones de EA, muestran déficits de memoria meses antes de encontrarse placas en sus
cerebros (Lesne y cols., 2008) y en otros estudios con modelos de ratones para la EA
que presentan un numero elevado de placas y déficits de memoria, se ha visto que al
introducir una mutacion adicional en la cola citoplasmica de APP, se producia una
mejora en el déficit de memoria sin reduccion en la carga de placas amiloideas (Galvan
y cols., 2006). En tercer lugar, aunque se habian visto en estudios postmortem, las
recientes técnicas de neuroimagen in vivo de tomografia por emision de positrones
utilizando agentes de contraste, han permitido visualizar la presencia de placas solidas
de AP en individuos cognitivamente normales (Nordberg, 2008; Villemagne y cols.,
2008) y, aunque es posible que este conjunto de individuos pudiera ser susceptible de
desarrollar la EA, los resultados, al menos, sugerian que la presencia de placas no era
equiparable a los déficits de memoria de los individuos. Esta observacion llevo a pensar
que quizas las placas insolubles no inician los eventos patologicos sino que podrian ser
beneficiosas o protectoras (Caughey y Lansbury, 2003). En ultimo lugar, estudios

recientes en pacientes vacunados contra AP} mostraron que la eliminacioén de las placas
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no se acompanaba de una mejora en el déficit cognitivo de los enfermos (Holmes y
cols., 2008).

Estas discrepancias en relacion a la hipdtesis de amiloide quizéas se deban a que
no se sabe con precision que tipo de los agregados posibles de AP tienen
verdaderamente efectos toxicos. Inicialmente, se propuso que el incremento en los
niveles del péptido AB42 podrian iniciar la cascada de eventos deletéreos que dan lugar
a la enfermedad ya que se encontraron niveles mas elevados de APB42 en pacientes con
EA (Younkin, 1995), en muchos casos causados por las mutaciones en APP y en PS1.
Pero también se observo que algunas mutaciones de PS1 no incrementaban los niveles
de AP42 sino que mdas bien disminuian los niveles del péptido AB40 (revisado en
Pimplikar, 2009). Esta observacién llevo a proponer que un incremento en el cociente
AP42/AB40, mas que los niveles absolutos de AB42, podria ser realmente el iniciador
de los hechos que conducen a la EA. Esto también se apoya en la observacion de que el
incremento en este cociente esta generalmente relacionado con la edad de diagnostico
de la EA (Bentahir y cols., 2006).

Por otra parte, la idea de que agregados solubles de A (oligobmeros) pueden ser
agentes patogénicos causantes de la enfermedad, ha despertado gran interés dentro del
campo de estudio de la EA (Glave, 2005; Klein y cols., 2001; Walsh y Selkoe, 2004,
2007), descartando que sean el A fibrilar o las formas monoméricas los responsables
de la interrupcion de la plasticidad sinaptica, ya que en algunos estudios in vivo e in
vitro, estas conformaciones no indujeron muerte neuronal ni pérdida dendritica
(revisado en Pimplikar, 2009). Ademas, muchos grupos han demostrado la toxicidad en
sistemas modelo (cultivos neuronales y animales) de algunos oligomeros de AP, bien
aislados de cerebros de modelos murinos de EA (Lesne y cols., 2006) o bien
procedentes de cerebros de pacientes con la enfermedad (Shankar y cols., 2008).

Las investigaciones sobre la implicacion de AB en la EA no son concluyentes
para aceptar la hipotesis del amiloide tal como se presentd inicialmente, otorgando a A3
un papel principal en el inicio de la cascada de eventos deletéreos como causa original
de la EA (figura 4). Esta vision cléasica concede a otros hechos caracteristicos de la EA
como la hiperfosforilacion de la proteina tau, la neuroinflamacion, la pérdida sinéptica,
etc., una posicion por debajo del efecto de AP y, con el tiempo, estos hechos
contribuirian a la disfuncion sindptica causando la muerte neuronal. Ademas, propone

que bloqueando los efectos de AP se evitarian los efectos colaterales de la EA y se
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prevendria la enfermedad. En cambio, una revision de la literatura apoya otra hipotesis
en la que AP, en lugar de actuar por encima, ejerceria sus efectos al mismo nivel que los
otros hechos caracteristicos de la enfermedad que a su vez podrian ser consecuencia de

otros factores distintos de AP (figura 5).

? ?
iperfosfori- MNeuroin- iloid Perdida Actividad
acion de tau flamacion | < p-amiloide = — sinaptica “—*| aberrante
Disfuncién
sinaptica

Enfermedad de Alzheimer

Figura 5. Hipotesis de B-amiloide revisada. En este esquema se representa una vision de la
hipotesis de AP mas acorde con los datos que se dispone actualmente. Esta hipdtesis revisada sugiere que
los eventos deletéreos que conducen a la EA son causados tanto por AP como por otros factores no

amiloideos y el bloqueo de los efectos de AP solo sera efectivo en algunos casos de la EA. Tomado de
Pimplikar, 2009.

3.2-. Colesterol

Algunos autores, basandose en estudios in vitro y con animales, afirman que
niveles elevados de colesterol promueven la produccion de AP (Kuller, 2007) y
conceden al colesterol cierta relevancia en el desarrollo de la EA (Simons y cols., 2001;
Wolozin y cols., 2004). También, se ha constatado una relacion entre EA e
hipercolesterolemia en casos de hipertension y enfermedades coronarias (Kalback y
cols., 2004). Diversos estudios clinicos y experimentales han sugerido que alteraciones
vasculares y hemodinamicas cerebrales pueden desempefiar un papel importante en la
progresion de la EA (Skoog y Gustafson, 2002). Por otra parte, se ha visto que la
regulacion en la homeostasis del colesterol parece estar perturbada en la EA, asi como
el alelo €4 de ApoE (principal lipoproteina del cerebro) ha sido identificado como un
importante factor de riesgo de la EA (Selkoe, 2001; Papassotiropoulos y cols., 2005). El

25% del colesterol del cuerpo se encuentra en el sistema nervioso central (SNC),
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contenido en las membranas plasmaticas de las neuronas y en las vainas de mielina
axonales (Dietschy y Turley, 2001). Las alteraciones en los mecanismos homeostaticos
que mantienen los niveles de colesterol (perfil genético, ambiente, envejecimiento,
dieta,...) pueden contribuir a un deterioro en la funcién celular y a la aparicion de la
enfermedad (Maxfield y Tabas, 2005). En la EA, el complejo y-secretasa cataliza la
proteolisis de APP en la region de la proteina que se encuentra dentro de la bicapa
lipidica hidrofobica de la membrana plasmatica. Por tanto, cualquier perturbacion en los
niveles, el trafico y la localizacion del colesterol que desorganice la estructura de la
bicapa podria contribuir o acelerar la producciéon de AB. En algunos estudios con
animales se ha visto que presentan elevados niveles de AP en el cerebro cuando han
sido sometidos a dietas ricas en colesterol y estos niveles remitian cuando la
alimentacion fue normal (Sparks y cols., 1994; Sparks, 1996; Refolo y cols., 2000). En
estudios in vitro se ha visto que existe una correlacion entre niveles altos de colesterol
celular y una elevada produccion de AP (Fassbender y cols., 2001; Simons y cols.,
1998). Adicionalmente, se ha visto que al reducir los niveles de colesterol se inhibe la
produccion de péptidos AP en neuronas del hipocampo (Simons y cols., 1998) al mismo
tiempo que se aumenta la actividad de a-secretasa en células en cultivo (Kojro y cols.,
2001; Bodovitz y Klein, 1996). A pesar de las evidencias que aportan estos estudios, la
forma por la que el colesterol puede modular el procesamiento de APP atn no estd muy
clara. Intentando elucidar los mecanismos que subyacen a esta modulacion, se sugirid
que el uso de drogas que disminuyen los niveles de colesterol como las estatinas,
utilizadas ya en el tratamiento de enfermedades coronarias e hipercolestrolemia
(Athyros y cols., 2008; Nassief y Marsh, 2008; Mazighi y cols., 2007), podrian aportar
algunas claves para su entendimiento ya que se observd en algunos trabajos de tipo
epidemioldgico, clinico y experimental que estas drogas disminuian el riesgo de EA
(Jick y cols., 2000; Wolozin y cols., 2000, 2004; Wolozin, 2004; Rockwood y cols.,
2002; Blain y Poirier, 2004; Finch, 2005). Las estatinas constituyen una familia de
farmacos que son inhibidores competitivos de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) reductasa, que cataliza la etapa limitante en la sintesis del
colesterol (Sviridov y cols., 2007; Zipp y cols., 2007). El uso de las estatinas también se
ha propuesto para el tratamiento de procesos inflamatorios, cancer, diabetes e incluso
como drogas cardioprotectoras y neuroprotectoras. Se considera que la terapia con

estatinas tiene pocos efectos secundarios y por ello puede ser bien tolerada por los
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ancianos. Se administran como un precursor, lactona, inactivo, que se convierte después
en el higado en su forma activa (Cohen y cols., 2000; Davidson, 2001). Segtin datos del
CSHA (Canadian Study of Health and Aging), el tratamiento con estatinas redujo en un
74% el riesgo de desarrollar EA en comparacion con la poblacién en general
(Rockwood y cols., 2002). En otros estudios, también se observo una disminucion del
riesgo de contraer la enfermedad entre pacientes tratados con estatinas y otros que
recibian otro tipo de terapia para la funcion cardiovascular (Wolozin y cols., 2000). En
los resultados se aprecio que el tratamiento se asociaba a una reduccion significativa de
la incidencia de demencia en sujetos de 65 6 mas afnos de edad. Contrariamente,
también existen resultados de estudios epidemioldgicos longitudinales que no han
podido demostrar una reduccion en el riesgo de EA para individuos a los que se les

administraron estatinas (Jick y cols., 2000).

3.3-. Hiperfosforilacién de tau

La hiperfosforilacion de la proteina tau es un hecho caracteristico de un conjunto
de enfermedades neurodegenerativas llamadas taupatias que incluyen a la EA (Buee y
cols., 2000). Tau es una proteina asociada a microtibulos (MAP) que se expresa
principalmente en el cerebro, aunque también se ha descrito su expresion en células no-
neuronales, como es el caso de fibroblastos humanos. Esta proteina es hidrofilica y
posee una estructura filamentosa (Hirokawa y cols., 1988). Se han observado diferentes
polipéptidos de tau gracias al analisis de proteinas procedentes de extractos cerebrales
como consecuencia del procesamiento alternativo de ARN (Himmler, 1989) y debido a
la existencia de diferentes niveles de fosforilacion de la proteina (Goedert y cols., 1992).
La funcidon normal de la proteina tau es ensamblar y estabilizar los microtubulos
manteniendo la estructura del citoesqueleto integra (Lee y cols., 2001), aunque también
puede jugar un papel regulador de procesos como el transporte axonal (Mandelkow y
cols., 2004). El funcionamiento correcto de la proteina tau depende de su estado de
fosforilacion controlado a su vez por la accion de quinasas y de fosfatasas. Una
hiperactividad de quinasas al mismo tiempo que una reduccidén en la actividad de
fosfatasas (en concreto PP2A y PP2B), inclina la balanza hacia una mayor fosforilacion
cuyo ultimo escaldn es la aparicion de la patologia. Se han propuesto al menos 77 sitios
posibles de fosforilacion de tau, en residuos de serina o de treonina. Estos sitios de

fosforilacion se dividen en dos grupos principales: los que pueden ser modificados por
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quinasas dirigidas por prolinas, como es el caso de la quinasa glucdgeno sintasa 3
(GSK3), quinasa dependiente de ciclina (CDKS5), quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), como p38 o JNK y también, las quinasas activadas por estrés (SAPKs). En el
otro grupo estan aquellos sitios que pueden ser modificados por quinasas independientes
de prolinas, tales como quinasa reguladora de la afinidad del microtibulo (MARK) o la
proteina quinasa II dependiente de Ca*" y calmodulina (CaMKII) (Imahori y Uchida,
1997; Goedert y cols., 1997; Correas y cols., 1992; Drewes y cols., 1992; Scott y cols;
1993; Hanger y cols., 1992; Lucas y cols; 2001).

La fosforilacion anormal de tau en enfermedades neurodegenerativas esta
asociada a sitios de fosforilacién en residuos de serina/treonina dirigidos por prolina
(Lee y cols., 2001). Se cree que las quinasas que inician este proceso de
hiperfosforilacion son CDKS y GSK3p (Hanger y cols., 1992; Ishiguro y cols., 1992;
Mandelkow y cols., 1992; Paudel y cols., 1993). CDKS5 se encuentra localizada en
depdsitos filamentosos de tau y, su actividad, estd incrementada en algunas taupatias
entre las que se incluye la EA (Shelton y cols., 2004). Del mismo modo, GSK3f, se
localiza en agregados de tau hiperfosforilada (Ishizawa y cols., 2003). También, se ha
podido demostrar que AP, actuando como antagonista de receptores de insulina,
produce un aumento en la actividad de GSK3f (Xie y cols., 2002) y, por tanto, en la
hiperfosforilacion de tau (Alvarez y cols., 1999).

La hiperfosforilacion de tau en el fenomeno de neurodegeneracion es un hecho
facilmente visible, debido a que provoca su disociacion de los microtibulos y su
agregacion en forma de PHF. La disociacion de tau de los microtiibulos produce una
desestabilizacion del citoesqueleto y alteraciones en la geometria celular, en el
transporte intracelular y, finalmente, en la viabilidad neuronal (Smale y cols., 1995;

Troncoso y cols., 1996; Evans y cols., 2000).

3.4-. Estrés oxidativo

Existen numerosos estudios realizados en cerebros humanos postmortem que
relacionan los procesos de envejecimiento y muerte neuronal con el estrés oxidativo y,
mas concretamente, con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Zhu y
cols., 2004c, 2005; Moreira y cols., 2004; Castellani y cols., 2004). Asi, se ha visto un

incremento en varios biomarcadores de estrés oxidativo en regiones afectadas de tejido
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cerebral postmortem de pacientes con esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad
del prion, enfermedad de Huntington y paralisis supranuclear progresiva (Andersen,
2004; Barnham y cols., 2004). El analisis de necropsias de pacientes con EA ha
revelado, igualmente, la existencia de marcadores de estrés en zonas afectadas por la
enfermedad junto con abundante presencia de placas neuriticas y ovillos neurofibrilares
(Sayre y cols., 2001). También se han encontrado signos de estrés oxidativo en células
extraneurales de pacientes con EA (Mecocci y cols., 1998). Asimismo, se han visto
estos marcadores gracias al estudio de cerebros postmortem de algunos individuos con
sindrome de Down. Los individuos con esta enfermedad desarrollan demencia tipo
alzhéimer y tienen una expectativa de vida corta, probablemente debido a un exceso de
produccion de ROS en su cerebro (Stefanis, 2005). Estas observaciones sugieren que el
estrés oxidativo no es una mera consecuencia de la enfermedad, sino que puede estar
determinado genéticamente (Eckert y cols., 2003). Algunos autores han sugerido que las
alteraciones en la funcion mitocondrial y el estrés oxidativo son eventos iniciales en la
patogénesis de la EA (Castellani y cols., 2002; Nunomura y cols., 2001).

La conexion entre las alteraciones mitocondriales con el estrés oxidativo y la
muerte neuronal podria ser que el aumento en los niveles de Ca’" en el citoplasma
aumenta la cantidad de ROS y la liberacion de proteinas proapoptoticas desde la
mitocondria al dispararse los mecanismos de apertura del poro mitocondrial de
permeabilidad transitoria (PTPC) (Hynd y cols., 2004; Zhu y cols., 2004b). Esta
hipotesis se apoya en la observacion de que varios agentes neurotoxicos como el
glutamato o el AB inducen apoptosis a través de incrementos en los niveles de Ca*"
citoplasmico (Harada y Sugimoto, 1999; Jordan y cols., 1997). Ademas, en
experimentos de sobreexpresion de mutantes humanas de APP, PS1 o PS2 en cultivos
celulares, se han visto alteraciones en la funcién mitocondrial, y un aumento en los
niveles de anidén superoxido asociados con el proceso apoptédtico (Guo y cols., 1999;
Perry y cols., 2002). Resultados similares se han obtenido con células neurales y
extraneurales procedentes de animales modificados genéticamente para sobreexpresar
mutaciones en APP o PS (Guo y cols., 1999; Matsuoka y cols., 2001; Eckert y cols.,
2001a, 2001b, 2003). También, se ha visto en estudios in vitro que los quelantes de
Ca’", BAPTA-AM y EGTA, poseen capacidad neuroprotectora ante varios estimulos
neurotoxicos (Guo y cols., 2004). Es importante resaltar que el cerebro es altamente
sensible al dafio producido por ROS debido a su baja capacidad antioxidante y a que es

un tejido rico en acidos grasos. Segun el sustrato, un aumento en la produccion de ROS,
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puede dar lugar a oxidacion de proteinas, dafios en el ADN y peroxidacion lipidica.
Existe un modelo de muerte celular neuronal que esta basado en la hipotesis de que el
incremento en los niveles cerebrales del aminoécido excitatorio glutamato, juega un
importante papel en la neurodegeneracion (Hynd y cols., 2004). Este proceso implica
incrementos en los niveles de Ca®" intracelulares, produccion de ROS en la mitocondria
y, finalmente, apoptosis.

Ya que la produccion de ROS puede ser un mecanismo fundamental en gran
variedad de enfermedades neurodegenerativas, actualmente, se investiga el papel de
algunos antioxidantes como agentes terapéuticos (Nakashima y cols., 2004; Behl, 2000;
Feng y Zhang, 2004a, 2004b). Los antioxidantes son compuestos que reaccionan con
ROS inactivandolas. Existe un gran nimero de resultados acerca de los efectos de
algunos antioxidantes sobre la EA. De todos ellos, los mas significativos son los que
hacen referencia a la vitamina E, retrasando la progresion de la enfermedad e
incrementando moderadamente la supervivencia de los pacientes tratados (Castellani y
cols., 2004; Zhu y cols., 2004b; Behl, 2000). En un estudio realizado sobre el papel de
la vitamina E en un modelo animal murino de taupatias se concluyd que el estrés
oxidativo estaba involucrado en la neurodegeneracion inducida por la proteina tau y que
la vitamina E tenia un importante papel neuroprotector (Nakashima y cols., 2004). Por
otra parte, en estudios in vitro se ha visto que algunos antioxidantes proporcionan
neuroproteccion y tienen un efecto antiapoptético contra el dafio neuronal producido por
AP aunque su eficacia en ensayos clinicos todavia no es muy clara (Feng y Zhang,

2004a, 2004b; Dhitavat y cols., 2002).

3.5-. Inflamacion

Otro marcador clave de la EA es la presencia de inflamacién crdnica, algo
comun a otras enfermedades neurodegenerativas (Hoozemans y O’Banion, 2005;
Patrignani y cols., 2005; Minghetti, 2004; Vasto y cols., 2006, 2007, 2008). La
inflamacion es una respuesta inespecifica para eliminar la causa de un dafio original
producido sobre un 6rgano o tejido. Si el tejido inicialmente sano no se restablece en
respuesta al dafio, la inflamacién se convierte en una condicién crénica que puede
afectar también a otros tejidos adyacentes. Este dafo puede persistir durante largos
periodos de tiempo, sin causar sintomas, hasta que finalmente se produce un deterioro
severo del tejido afectado. En el cerebro de pacientes de alzhéimer, no aparecen los

hechos caracteristicos de una inflamacién aguda (tumefaccion, rubor, calor y dolor) vy,
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por tanto, en la EA se habla de inflamacion créonica (Akiyama y cols., 2000). Un hecho
caracteristico de este tipo de inflamacion es un incremento en la presencia de monocitos
y macrofagos derivados de monocitos (por ejemplo, células de microglia en el SNC)
(Akiyama y cols., 2000).

En regiones del cerebro del paciente con EA, patoldogicamente vulnerables,
aparece un aumento en la expresion de proteinas de fase inflamatoria aguda, activacion
de microglia y citoquinas proinflamatorias, marcadores casi nunca presentes en el
cerebro sano (Griffin y Mrak, 2002; Cacquevel y cols., 2004; Mrak y Griffin, 2005;
Finch y Morgan, 2007). Entre ellos destacan las citoquinas proinflamatorias IL-13, IL-6
y TNF-a, asi como las quimioquinas IL-8, proteina inflamatoria de macrofagos-lo y
proteina quimioatrayente de monocitos-1 y otras proteinas relacionadas con el proceso
inflamatorio (Mrak y cols., 1995; Griffin y cols., 1998; Akiyama y cols., 2000; Town y
cols., 2005; Tuppo y Arias, 2005). Comparando la expresion de genes en regiones
vulnerables de pacientes de EA y donantes controles de edad aproximada, se ha
confirmado un aumento en la expresion de genes relacionados con procesos
inflamatorios, tales como IL-la, IL-1B, COX-2 o NF-«kB (Blalock y cols., 2005;
Colangelo y cols., 2002). Por otra parte, se ha visto mayor presencia en casos de EA de
algunos polimorfismos funcionales, principalmente de tipo SNPs, en la region
promotora o en otras regiones no traducidas, de genes codificadores de mediadores
inflamatorios o las enzimas implicadas en sus vias de sefializacion. Las respuestas
primarias son mediadas por receptores de reconocimiento de patdgenos como, por
ejemplo, Toll-like-receptor (TLR), citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-1 e IL-6
y citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y eicosanoides (Imahara y O’Keefe, 2004;
Vasto y cols, 2007). Algunos trabajos muestran que la variacion genética inflamatoria
puede contribuir a la susceptibilidad en la EA, fortaleciendo la hipotesis del papel de la
inflamacion en la enfermedad. Revisando la literatura podemos encontrar que los
genotipos proinflamatorios aparecen de forma mas significativa en pacientes con EA, al
contrario que los genotipos antiinflamatorios (Candore y cols., 2006, 2007; Vasto y
cols., 2007) apuntando a que un estudio genético individual podria mostrar la existencia
de una predisposicion hacia la inflamacion, contribuyendo hacia su resolucion cronica o
total (revisado en Vasto y cols., 2008).

A pesar de estas evidencias, es dificil discriminar si el proceso inflamatorio

aparece antes de la patologia o es una reaccidn compensatoria al proceso
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neurodegenerativo. Hay que tener en cuenta, ademas, que muchos de los factores
inmunes y proteinas inflamatorias tienen multiples funciones y su mera presencia no
indica si tiene efectos beneficiosos o perjudiciales. Una de las aportaciones que
contribuyd a responder esa pregunta fue la demostracion de que AP activa el
complemento (Rogers y cols., 1999; Eikelenboom y Stam, 1982), aunque de forma
distinta a la activacion clésica por anticuerpos (Webster y cols, 1999) y dando lugar a la
produccion de toxinas anafilacticas que a su vez amplifican el proceso inflamatorio. Por
otra parte, AP participa en el proceso neuroinflamatorio a través de varios mecanismos:
a) activacion de factores de transcripcion como, por ejemplo NF-kB y AP-1 (Ferrer y
cols., 1997; Tang y cols., 2004); b) mediante la activacion del receptor CD40 (Tan y
cols., 1999; Townsend y cols., 2005); y c¢) mediante el receptor y activador de
proliferacion de peroxisomas (PPARY) (Sun y cols., 2002; Townsend y Pratico, 2005).
Los depositos extracelulares de AP pueden ser iniciadores del proceso inflamatorio
representando un estimulo crénico que el sistema inmune innato intenta hacer
desaparecer (Town y cols., 2005). Las células de la glia activadas de forma cronica,
pueden provocar la muerte de las neuronas adyacentes mediante la liberacion de
productos altamente toxicos como ROS, oxido nitrico, enzimas proteoliticas, factores
del complemento o aminoacidos excitatorios (Halliday y cols., 2000). Estos mediadores
inflamatorios y algunas condiciones de estrés aumentan la produccion de AP42 al
tiempo que se impide la produccion de la fraccion soluble de APP y su efecto protector
neuronal (Del Bo y cols., 1995; Ringheim y cols., 1998; Fassbender y cols., 2000;
Misonou y cols., 2000; Atwood y cols., 2003). Simultaneamente, AP puede inducir la
expresion de citoquinas proinflamatorias en células de la glia dando lugar a un
mecanismo de retroalimentacion (Griffin y cols., 1998; Lindberg y cols., 2005).

Como se ha mencionado anteriormente, la inflamacion puede ser un efecto
compensatorio en los procesos neurodegenerativos cronicos. La activacion de la
microglia parece facilitar la eliminacion de placas de AP (Wilcock y cols., 2004).
Basandose en estudios previos, unos que demostraban reducciones en la presencia de
placas amiloideas en ratones transgénicos que expresan mutaciones en la APP humana
tras su inmunizacion con anticuerpos anti-Af (Monsonego y Weiner, 2003) y, otros, en
los que se observaba la aparicion de depositos de AP en el parénquima cerebral de
ratones carentes del factor estimulante de macrofagos (M-CSF) (Kaku y cols., 2003), se

desarrolld la primera vacuna contra la EA mediante inmunizacion de pacientes con
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AB42 (AN-1792, Elan Pharmaceuticals Inc) (Nicoll y cols., 2003). Aunque la vacuna
fue eficaz eliminando las placas seniles en el ensayo clinico realizado a 400 pacientes,
también tuvo consecuencias negativas porque algunos de ellos desarrollaron
inflamacion de las meninges y encefalitis.

La activacion de la microglia puede ser debida a inflamacion local o sistémica.
De hecho, un fuerte estimulo local inflamatorio como es una contusion craneal, es un
factor de riesgo para la EA (Wilson, 2003). Pero, por otra parte, en varios estudios
epidemiologicos, se ha visto claramente que el aumento de los niveles en sangre de
proteinas de la fase inflamatoria aguda, puede ser un factor de riesgo para desarrollar
deterioros cognitivos y demencia (Schmidt y cols., 2002). Ademas, en estudios
realizados con animales de experimentacion, se ha comprobado que la respuesta
inflamatoria sistémica crénica, inducida al administrar lipopolisacarido (LPS), también
induce activacion de la glia (Sheng y cols., 2003).

La importancia de la inflamacion en la EA estd ampliamente reforzada por los
datos que muestran que el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) disminuyen
el riesgo de desarrollar EA. En un estudio realizado por B. A. int” Veld y cols., se
obtuvo como resultado una menor incidencia de EA para los individuos a los que les
administraron AINEs durante dos afios frente a los que el tratamiento fue de menos de
un mes (int’ Veld y cols., 2001). En otros estudios realizados post hoc, se redujo la
incidencia de alzhéimer alrededor de un 13% con aspirina y un 28% con AINEs
(McGeer y cols., 1996; Breitner, 2003; Etminan y cols., 2003). También, en modelos
murinos de EA, se ha observado la eficacia de estas drogas reduciendo las placas de Af3,
la activacion de la microglia y disminuyendo los niveles locales de IL-1a (Morgan y
cols., 2000). Debido a la disparidad de resultados obtenidos en humanos y en ratones
transgénicos con el uso de AINEs, se piensa que estas drogas pueden tener efectos pro-
y anti-inflamatorios dependiendo de su especificidad con la proteina diana (COX-1,

COX-2 u otras).

3.6-. Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es la muerte celular apoptotica producida por una activacion
excesiva de los receptores ionotropicos (Mayer, 2005). El glutamato es el principal
neurotransmisor excitatorio del cerebro y desempeinia un papel principal en la fisiologia

del mismo. Realiza sus efectos a través de la interaccion con dos tipos de receptores: los
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ionotrdpicos y los metabotropicos (Mayer, 2005; Palmer y cols., 2005; Wang y Shuaib,
2005). Estudios realizados en cultivos celulares han demostrado que el glutamato media
la muerte celular a través de la activacion de los receptores ionotropicos N-metil-D-
aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionato (AMPA) vy
kainato. Concentraciones fisioldgicas de glutamato son necesarias para el desarrollo de
funciones de aprendizaje y memoria, pero una estimulacion excesiva de los receptores
NMDA por glutamato se ha vinculado con la muerte neuronal en enfermedades
neurodegenerativas (Wang y Shuaib, 2005; Arundine y Tymianski, 2003). En
condiciones de no activacion, el receptor NMDA esta bloqueado por Mg®". Cuando es
activado por un agonista como glutamato se produce una despolarizacion de la
membrana celular, se libera el Mg®" y se permite la entrada en la célula de iones como
Ca®". Si la concentracion de glutamato extracelular es elevada, se producira una entrada
masiva de Ca>" al citoplasma que, en ultimo término, produce muerte celular. Se piensa
que este mecanismo induce dafio neuronal en condiciones tales como ictus, episodios
epilépticos y neurotrauma (Van Den Bosch y cols., 2006). En contraste con este tipo de
excitotoxicidad, existe la excitotoxicidad leve, en la que las concentraciones de
glutamato son las fisiologicas pero se produce muerte neuronal por apoptosis debido a
alteraciones mitocondriales sobrevenidas por los procesos de envejecimiento o por
debilitamiento de la neurona, la cual no puede mantener el bloqueo por Mg>™ del
receptor NMDA y queda constantemente activado (Van Den Bosch y cols., 2006;
Lancelot y Beal, 1998). El dafio mitocondrial produce una disminucion en los niveles de
ATP, necesarios para una correcta despolarizacion de la membrana e induce un aumento
en la produccion de ROS. Acto seguido, se produce activacion de caspasas, liberacion
de AIF y, finalmente, la muerte de la célula por apoptosis (Hara y cols., 2005; Wenk, y
cols., 2006). Este tipo de excitotoxicidad se produce en enfermedades
neurodegenerativas cronicas tales como Parkinson, EA y ELA (Van Den Bosch y cols.,

2006; Koutsilieri y Riederer, 2007).

3.7-. Ciclo celular

Hace anos, los conceptos de division y muerte celular parecian dos procesos
separados y totalmente opuestos pero, ultimamente, se ha mostrado que existe una
fuerte relacion entre ciclo celular y muerte de neuronas maduras, apuntando a que el

proceso neurodegenerativo pudiera ser el resultado de alteraciones o modificaciones en
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el ciclo celular (Arendt y cols., 1996; Giovanni y cols., 1999; Copani y cols., 2001a,
2001b, 2002a, 2002b; Hou y cols., 2000; Yang y cols., 2001; Jordan-Sciutto y cols.,
2002).

El ciclo celular consiste en una serie de eventos que conducen al crecimiento de
la célula, replicacion del ADN, segregacion cromosomica y, finalmente, la obtencion de
dos células hijas de una célula madre original. Consta de cuatro fases: G;, S, G, y M. La
fase G; es la fase del crecimiento y preparacion. Sigue la fase S, en la que la maquinaria
sintética del ADN replica el material genético en la célula y se dobla el nimero de
cromosomas. Después, en la fase G, la célula se prepara para la division. Finalmente,
en la fase M, los cromosomas se condensan y se dirigen a los polos opuestos de la
célula y se escinde el citoplasma, obteniendo dos células hijas. En la progresion del
ciclo, existen una serie de moléculas reguladoras que actian a lo largo del mismo: las
ciclinas y las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Su activacion varia con las
fases del ciclo de acuerdo a su estado de fosforilacion. Al mismo tiempo, existen una
serie de inhibidores del ciclo celular que actian conjuntamente regulandolo y
contribuyendo al control del proceso evaluando posibles dafos y deteniendo el progreso
del ciclo en alguno de los puntos de control establecidos (Grana y Reddy, 1995).

En el desarrollo del SNC, los neuroblastos (células progenitoras de las neuronas)
abandonan la zona ventricular o la zona subventricular y, finalmente, se convierten en
neuronas maduras que conservardn un estado postmitotico permanente hasta que el
individuo muere. Estas neuronas se integraran en redes sinapticas sustentadas por una
serie de sefales celulares que al mismo tiempo mantienen a las neuronas en estado
quiescente diferenciado (Arendt, 2003). Pero si por cualquier causa, una neurona
madura es forzada a volver a entrar en ciclo celular, ésta muere (Yang y Herrup, 2007).
Sobre este aspecto, uno de los primeros ejemplos que demostr6 la conexion entre ciclo
celular y muerte en neuronas maduras fue el trabajo realizado por Feddersen y cols., en
1992. Los autores, expresaron en ratones el oncogén antigeno T del virus SV40
utilizando el promotor del gen pcp-2, especifico de células de Purkinge. Observaron que
los ratones desarrollaban ataxia cerebelosa cuya causa era la muerte de un gran niimero
de células de Purkinge. El oncogen habia provocado la entrada con éxito en ciclo celular
de estas neuronas pero por alguna causa desconocida no podian completar su division
(Feddersen y cols., 1992). Un experimento reciente realizado con ratones que expresan
de manera inducible el mismo oncogen de SV40, confirm6 la degeneracion neuronal

tras la activacion del ciclo celular (Park y cols.,, 2007), descartando que las
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observaciones se debieran a fallos en el desarrollo del SNC. En el mismo afio que
Feddersen y cols., otros autores demostraron que la ausencia de la proteina del
retinoblastoma (pRb), implicada en la regulacion de la progresion del ciclo, producia
una masiva muerte celular durante el desarrollo del SNC de estos ratones deficientes en
pRb (Clarke y cols., 1992; Jacks y cols., 1992; Lee y cols., 1992).

Desde la realizacion de estos primeros experimentos en los que se demostro una
relacion causal entre ciclo celular y muerte neuronal, se han realizado otros estudios que
han confirmado las consecuencias de la activacion del ciclo en neuronas diferenciadas.
Concretamente, se ha mostrado esta asociacion en trabajos realizados en cultivos
celulares (Greene y cols., 2004; Park y cols., 1996, 1997; Appert-Collin, 2006;
Giovanni y cols., 1999). Stefanis y cols., demostraron activaciéon de CDKs tras el
tratamiento de los cultivos con camptothecina, una droga que induce dafios en el ADN
(Stefanis y cols., 1999). Por otra parte, Padmanabhan y cols., vieron que la apoptosis
inducida por deprivacion de potasio en células granulares del cerebelo estaba mediada
por un incremento en la expresion de proteinas relacionadas con el ciclo celular
(Padmanabhan y cols., 1999). En un trabajo posterior vieron que la retirada de potasio
en cultivos de neuronas de ratones deficientes en E2F inducia un aumento en la
supervivencia neuronal (O’Hare y cols., 2000). Asimismo, examinaron el papel de E2F
en la muerte neuronal inducida por excitotoxicidad, provocada por acido kainico, y
comprobaron que el flavopiridol y la roscovitina, dos inhibidores de CDKs, impedian
los efectos apoptoticos de la droga (Park y cols., 2000).

Otros autores propusieron una relacion entre la activacion del ciclo celular,
apoptosis y dafio en el ADN de neuronas producido por compuestos genotdxicos,
descartando la activacion del ciclo por otros estimulos solo apoptoticos (colchicina,
estaurosporina, etc.) (Kruman y cols., 2004). En este contexto, sugirieron un papel
relevante como modulador de la re-entrada del ciclo celular, para la proteina kinasa
ataxia telangiectasia mutada (ATM). Al suprimir la funcion de ATM, redujeron la
activacion del ciclo celular y la apoptosis inducidas por los compuestos genotdxicos, y
no por estaurosporina o colchicina (Kruman y cols., 2004).

También es evidente la relacion entre muerte y activacion aberrante de ciclo
celular en otros modelos animales como en los ratones con la mutacion staggerer en los
que algunas poblaciones neuronales presentaban niveles elevados de CDK4, PCNA e
incorporacion de Bromodeoxiuridina (BrdU) (Herrup y Busser, 1995), los ratones con la

mutacion harlequin (Klein y cols., 2002) y los creados recientemente con la expresion
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inducible de c-Myc que, ademas de mostrar que la entrada en ciclo celular produce
muerte neuronal, presentaban gliosis y déficits cognitivos (Lee y cols., 2009). En el
cerebro de ratones tratados con 4cido kainico, Park y cols. observaron un incremento en
la expresion de CDK4 y ciclina D1. Asimismo, el uso de oligonucleotidos antisentido
de CDK4 y ciclina D1 protegi6 al cerebro de ratas contra la muerte neuronal inducida
por excitotoxicidad (Park y cols., 2000; Kasten y Giordano, 1998).

En la EA, la hipotesis de que la muerte neuronal es el resultado de alteraciones o
modificaciones en el ciclo celular estd basada en estudios realizados sobre tejido
cerebral postmortem de pacientes, en los cuales se ha visto un elevado incremento en la
expresion de varias ciclinas como ciclina D, E y B, kinasas como CDK4, CDK6 y cdc2,
otras proteinas como E2F, PCNA y pRb, inhibidores de CDKs como pl6, p21, p27,
p105, todas ellas relacionadas con la regulacion del ciclo celular (Masliah y cols., 1993;
Vincent y cols., 1996, 1997; Arendt y cols., 1996, 1998; Nagy y cols.,1997; McShea y
cols., 1997; Busser y cols., 1998; Smith y cols., 1999; Luth y cols., 2000, Hoozemans y
cols., 2002; Yang y cols., 2001, 2003). Pero todos estos trabajos daban lugar a la
pregunta de si realmente lo que se observaba era una verdadera progresion del ciclo
celular en neuronas o si, por el contrario, era el resultado de una desregulacion global e
inespecifica de la sintesis de proteinas. La respuesta vino de la mano del grupo de Yang
y cols., que mediante la utilizacién de técnicas de hibridacion in sifu fluorescente
(FISH), demostraron que neuronas del hipocampo de pacientes de EA, practicamente
habian completado la fase S del ciclo celular pero sin llegar a iniciar el proceso
mitotico, pues vieron replicaciéon de ADN en 4 loci de 3 cromosomas distintos (Yang y
cols., 2001). Ninguno de estos hechos fue visible en zonas del cerebro de los mismos
individuos no afectadas por la enfermedad ni en cerebros de individuos no dementes.
Estos autores también demostraron la expresion de proteinas relacionadas con el ciclo
celular en estadios tempranos de la EA, cuando so6lo existe un deterioro cognitivo leve
(Yang y cols., 2003) y concluyeron que estas alteraciones del ciclo podrian ser
marcadores tempranos de neurodegeneracion. La correlacion entre la expresion de
proteinas del ciclo celular y apoptosis en la EA, se ha demostrado en experimentos in
vitro en los que se trataron neuronas de la corteza cerebral con A (Giovanni y cols.,
1999, 2000). Asimismo, Copani y cols., también sugirieron que determinadas proteinas
del ciclo celular, desempenaban un papel apoptoético, demostrando reentrada en el ciclo
celular y sintesis de ADN en neuronas tratadas con AB (Copani y cols., 2002a, 2002b).

En otras investigaciones realizadas por este mismo grupo, se indico que el ganglidésido
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GD3 y las CDKs ejercen funciones importantes en los mecanismos que conducen a la
muerte neuronal en la EA (Copani y cols., 2001a, 2002b). Ademas, AP podria ser un
estimulo oncogénico neuronal que activaria la ADN polimerasa-f§ induciendo la sintesis
de ADN, a través de la expresion del factor de transcripcion E2F (Hou y cols., 2000).

En otras enfermedades neurodegenerativas, también se han encontrado
evidencias de la entrada en ciclo de division celular de ciertas neuronas. Asi por
ejemplo, en cerebros de pacientes con enfermedad de Parkinson, se ha demostrado un
incremento en los niveles de expresion de proteinas involucradas en la regulacion del
ciclo celular (Jordan-Sciutto y cols., 2003), ademas de cambios en la expresion de E2F
y fosforilacion de pRb (Hoglinger y cols., 2007). Igualmente, Nakamura y cols.,
implicaron al complejo CDK5/p35 en la formacion de cuerpos de Lewy encontrados en
cerebros postmortem de pacientes con enfermedad de Parkinson (Nakamura y cols.,
1997). La inyeccidn intraestriatal de la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en
ratas, un modelo experimental utilizado para la enfermedad de Parkinson, indujo
apoptosis en la sustancia nigra, incorporacion de BrdU y dio lugar a la sobreexpresion
de CDK1 (Hou y cols., 2000, 2001). Esta fue la primera evidencia in vivo de la
expresion de marcadores propios de las fases S y G, del ciclo celular en neuronas
dopaminérgicas postmitéticas, antes de la induccidon de apoptosis. El tratamiento con 6-
OHDA se relacion6 con la expresion del factor de transcripcion E2F, que actuaba como
sefal apoptotica (Hou y cols., 2001).

Otra enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por una pérdida selectiva
de neuronas motoras en la médula espinal y en la corteza cerebral y cuyo resultado final
es paralisis es la esclerosis lateral amiotréfica. En estudios realizados sobre muestras
tomadas de médula y de corteza cerebral de pacientes con ELA, se demostrd un
incremento en la expresion de ciclina D asi como cambios en la localizacion de E2F en
el citoplasma de las neuronas motoras otorgando a este factor de transcripcion un papel
modulador en apoptosis (Ranganathan y cols, 2001; Ranganathan y Bowser, 2003).

Los modelos in vitro de EA y de otras enfermedades neurodegenerativas,
apuntan a que la activacion del ciclo en neuronas postmitoticas es una condicion
necesaria y suficiente para producir su muerte. Sin embargo, en los modelos animales
no ha sido facil demostrar esta relacion causa-efecto. Algunos de estos modelos,
reproducen las mutaciones genéticas encontradas principalmente en la EAF como los
ratones transgénicos que expresan las formas mutantes humanas de APP y APP/PS que

exhiben placas neuriticas y difusas en una cantidad similar a la encontrada en los casos
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avanzados de la enfermedad. También, presentan activacién de microglia, astrocitosis,
cambios en algunas proteinas del citoesqueleto neuronal incluido la proteina tau vy,
algunos de ellos, déficits significativos en el aprendizaje y la memoria (Lamb, 1995;
Hsiao y cols., 1996; Holcomb y cols., 1998; Chen y cols., 1998, Lovasic y cols., 2005;
Westerman y cols., 2002; Schenk, 2002; Games y cols., 1995; Stalder y cols., 1999;
Sturchler-Pierrat, 1997). A pesar de las similitudes con las condiciones patologicas de la
enfermedad, en ninguno de ellos se ha conseguido ver la formacion de los ovillos
neurofibrilares tipicos de la EA humana y en pocos casos se ha visto una pérdida
neuronal significativa (revisado por Hock y Lamb en 2001). Por estas razones, la
posible relacion entre la re-activacion del ciclo celular y el proceso patogénico de la EA
no se habia estudiado en modelos murinos hasta hace muy poco tiempo.

Recientemente, sin embargo, el laboratorio de F. M. LaFerla ha obtenido un
cuadro patologico mas completo en un raton triple transgénico (Oddo y cols., 2003;
LaFerla y Oddo, 2005) y, son de destacar los trabajos del laboratorio de K. Herrup, con
tres modelos diferentes de ratones transgénicos para la EA, en los que observaron que la
aparicion de las alteraciones del ciclo celular eran ya evidentes a los 6 meses de vida de
los ratones (Yang y cols., 2006). Al igual que ocurre en la EA, la expresion de proteinas
del ciclo celular aparece solamente en las zonas definidas como vulnerables (corteza,
hipocampo) y no en otras zonas (substancia nigra) (Yang y cols., 2006). La figura 6
muestra algunas de las evidencias de entrada en ciclo celular en pacientes con EA y en

modelos murinos de la enfermedad.

Figura 6. Ciclo celular en la EA. A: Inmunohistoquimica ciclina B positiva de una neurona del
hipocampo de un paciente con EA (tomado de Yang y cols., 2003). B: En neuronas corticales del raton
transgénico R1.40 se re-expresa el marcador del ciclo celular ciclina A (flechas) (tomado de Yang y
Herrup, 2007). C: El analisis de FISH muestra cuatro puntos de hibridacion de un tnico locus en el
genoma del raton R1.40, indicando que se ha producido replicacion del ADN en la neurona del
hipocampo (tomado de Yang y cols., 2006).
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Los trabajos del laboratorio de Herrup también indicaban que la aparicion de
proteinas reguladoras del ciclo celular tenia lugar antes de la aparicion de placas de
amiloide o de la activacion de la microglia (Yang y cols., 2006). Esto apuntaba a que
ninguno de estos procesos por si mismo, podria desencadenar la patologia. En ninguno
de los ratones utilizados en estos trabajos se producia una pérdida neuronal
considerable. Esto llevo a plantear la cuestion de que la activacion del ciclo celular es
un primer paso necesario pero no suficiente para inducir la muerte de neuronas en la
EA, al menos en ratones. Dicho de otro modo, la reentrada en el ciclo celular y
subsiguiente replicacion del ADN, continia en un periodo de tiempo (meses en el caso
de los ratones) en que las neuronas aneuploides persisten en un “estado funcional”. El
proceso de neurodegeneracion seria el resultado de la consecucion lenta de un complejo
programa de muerte celular y guardaria consonancia con los trabajos de Busser y cols.
(1998) y Yang y cols. (2001), realizados en cerebros de pacientes con EA. También
cabe la posibilidad de que los hechos relacionados con el ciclo celular que se observan
en neuronas, sean en realidad respuestas de la célula ante condiciones de estrés,
obteniendo un beneficio al tener varias copias de cada alelo, como ocurre en algunos
momentos del desarrollo de organismos complejos y de diferenciacion celular
(Claycomb y Orr-Weaber, 2005). El resultado final de la reentrada en ciclo celular
neuronal es la muerte de las células pero el lapso de tiempo entre el inicio del ciclo
celular y la muerte sugiere que in vivo hay otros factores involucrados en el proceso de
muerte, al igual que en cancer. Asi concluyen Zhu y cols., en el trabajo en el que
proponen la “hipétesis del doble impacto” (Zhu y cols., 2004a, 2007), afirmando que el
estrés oxidativo junto con una desregulacion mitogénica, son causas necesarias y
suficientes para la EA, es decir, para que tenga lugar la muerte de la neurona, se precisa
de otro “impacto”. Aqui entrarian a actuar posibles estimulos ambientales de naturaleza
fisica o quimica como la inflamacion crénica, la hipoxia y/o dafio en el ADN, el estrés
oxidativo, la excitotoxicidad, etc., sobre una neurona que ya estd sometida al estrés de la

reentrada en ciclo celular, provocando finalmente su muerte.

4- PRESENTE Y FUTURO EN EL TRATAMIENTO DE LA EA.

Las caracteristicas de la EA la convierten en un problema no so6lo sanitario sino
también social. La EA tiene un gran impacto no sélo sobre el enfermo, sino también
sobre el entorno familiar y social. La economia familiar se resiente por el coste derivado

del cuidado del enfermo. Segin datos recientes de la Confederacion Espaiola de
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Familiares de Enfermos de Alzheimer (CEAFA), se calcula que los gastos directos o
socio-sanitarios que ocasiona un enfermo oscilan entre 7.860 y 14.492 €/afno, mientras
que los indirectos, los de atencion por familiares u otros cuidadores se sitGlan entre
14.882 y 21.000 €/afio. No cabe duda, pues, en considerar a esta enfermedad uno de los
mayores problemas de salud publica en la actualidad. A pesar de los esfuerzos
cientificos, en este momento no se dispone de opciones terapéuticas efectivas para la
prevencion y el tratamiento de demencias y, en concreto, de la EA.

Las drogas actualmente utilizadas en el tratamiento de la EA son,
principalmente, inhibidores de colinesterasa (previenen los déficits de Ach) como
tacrina, cuyo uso se aprobo en 1993, donepezilo (en 1996), rivastigmina (en 2000) y
galantamina (en 2001). Desde 2007, rivastigmina también esta aprobada para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson en la cual el déficit de Ach es mayor que en
la EA (Emre y cols., 2007). El uso de tacrina se ha limitado debido a que presenta
considerables reacciones adversas y muchos pacientes no toleran las dosis terapéuticas.
Ademas de su uso como drogas que aminoran los efectos de la EA en pacientes, los
inhibidores de colinesterasas empiezan a utilizarse en el tratamiento de demencias en
general pues se ha visto que también mejoran los sintomas neuropsiquiatricos como
alucinaciones, delirios y apatia (Trinh y cols., 2003; Wild y cols., 2003).

Otra droga utilizada actualmente en la terapia contra la EA desde 2003 es la
memantina que es un antagonista con afinidad del receptor de glutamato NMDA vy
desempefia en el mismo una funciéon similar al Mg2+. Su eficacia clinica (en EA
moderada y severa) parece ser algo menor que la observada para los inhibidores de
colinesterasa (McShane y cols.,, 2004). Sin embargo, se utiliza como terapia
coadyuvante de los inhibidores de colinesterasa ofreciendo mejores resultados clinicos
que por separado (Grossberg y cols., 2006; Tariot y cols., 2004).

Para el tratamiento futuro de la EA, estdn cobrando importancia las terapias en
estudio y otras en fase de ensayos clinicos basadas en la hipdtesis de amiloide, que
otorga el principal papel como causa de la EA a la acumulacion patoldgica de AP en el
cerebro de los pacientes. Las lineas marcadas por la hipotesis de amiloide para la
prevencion o el tratamiento de la EA son: 1) disminuir la produccién de Af; ii) estimular
la eliminaciéon de AP; iii) prevenir la agregacion de AP formando placas amiloideas.
Otra opcion seria prevenir la inflamacién y la neurotoxicidad causadas por AB. Gracias

a la inhibicion (BACE, y-secretasa), modulacion (y-secretasa) o estimulacion (o-
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secretasa) de la actividad de las enzimas involucradas en la proteolisis de APP se
conseguiria una disminucién en la produccion de AB. En estos procesos, los AINES han
mostrado resultados prometedores actuando sobre BACE y y-secretasa (Sastre y cols.,
2006; Watson y cols., 2005; Risner y cols., 2006; Strum y cols., 2007). En cuanto a la
actuacion aumentando la eliminacion de AP, deberia hacerse antes de su acumulacion
como oligomeros toxicos y podria llevarse a cabo mediante inmunoterapia (Gilman y
cols., 2005; Wilcock y cols., 2007; Pfeifer y cols., 2002; Rakover y cols., 2007;
Yamamoto y cols., 2007; Tobinick y cols., 2006; Dodel y cols., 2004), por degradacion
enzimatica mediada por metalo-endoproteasas (neprilisina, enzima degradadora de
insulina, enzima convertidora de endotelina, ...) (Saito y cols., 2005; Eckman y cols.,
2006; Kehoe y Wilcock, 2007; Hemming y cols., 2007; Hemming y Selkoe, 2005) y/o
aumentando el transporte a través de la barrera hematoencefalica con el estimulo del
receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP) o con la inhibicion del receptor de
productos finales de glicosilacion avanzada (RAGE) (Deane y Zlokovic, 2007; Donahue
y cols., 2006; Deane y cols., 2003, 2004). Finalmente, el intento de la inhibicién de la
agregacion de AP se basa en el estudio de componentes que prevengan su acumulacion
formando oligdmeros toxicos, como los quelantes de Zn y Cu (Rogers y Lahiri, 2004;
Dedeoglu y cols., 2004; Caragounis y cols., 2007; Aisen y cols., 2006).

Otras drogas en fase de ensayo clinico para el tratamiento de la EA son el
dimebon, que bloquea simultaneamente la colinesterasa y el receptor NMDA (Bachurin
y cols., 2001), el acido docosahenoico, que es el acido graso mas abundante en el
cerebro y cuya ingesta se asocia con una reduccion en el riesgo de padecer EA (Kalmijn
y cols., 2004), los estrogenos, hasta ahora no eficaces (Mulnard y cols., 2000) y las
estatinas, que reducen los niveles de colesterol inhibiendo la enzima HMG-CoA
reductasa, participante inicial en el metabolismo del colesterol, reducen la produccion
de AP y disminuyen la inflamaciéon (Kuller, 2007; Jick y cols., 2000; Deane y cols.,
2004).

La hipotesis del ciclo celular ha generado ideas para el desarrollo de nuevas
terapias. La hipotesis propone que la sefializaciéon mitogénica y/o el control del ciclo
celular estan alterados en neuronas de individuos afectados por la EA (Zhu y cols,
2004d; Nagy, 2005). Por tanto, cualquier farmaco dirigido contra estos procesos podria,
en principio, actuar contra la neurodegeneracion. Ademads, y puesto que las neuronas

que han entrado en un ciclo de division abortivo estan metabolica y funcionalmente
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comprometidas, la reversion de este proceso deberia producir un alivio sintomatico.
Algunas de las seiales mitogénicas para las neuronas en la EA son bien conocidas,
como por ejemplo la excitoxicidad o la inflamacion (Nagy, 2005, 2007; Verdaguer y
cols., 2002). Por tanto, antagonistas de glutamato o antiinflamatorios podrian actuar, al
menos parcialmente, impidiendo la entrada en ciclo de ciertas neuronas (Woods y cols,
2007). De acuerdo con la hipotesis del ciclo celular, las neuronas en EA abandonan la
quiescencia y progresan a desde la fase Go a G; del ciclo celular. Cualquier tratamiento
que impidiera este progreso, evitaria que las neuronas entraran en la fase S, anulando las
consecuencias de cambios en la dosis génica y, mas tarde, la neurodegeneracion. Para el
disefio de estrategias terapéuticas dirigidas a impedir el progreso de las neuronas a
través del ciclo, seria deseable tener un conocimiento mas preciso del llamado “ciclo
neuronal”. Mientras tanto cabe pensar en drogas de las que ya se conoce su eficacia
revertiendo el transito Gop a G; en otros tejidos. En la tabla IV se muestran algunos
componentes que se sabe producen arresto en la transicion de Go a G;. Con algunos de
ellos se ha visto neuroproteccion en modelos de neurodegeneraciéon aguda. Estos
componentes, con propiedeades antiproliferativas y antitumorales, tienen capacidad de
arresto del ciclo celular en estadios tempranos lo que sugiere que pudieran ser eficaces

como neuroprotectores en la EA (tabla IV).
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TABLA IV
Drogas conocidas que producen arresto en la progresion de Gy a G; y proporcionan
neuroproteccion. Tomado de Woods y cols., 2007.

Compuesto

Accion

Neuroproteccion

Referencia

Acido Retindico
(vitamina A)

Calcitriol (vitamina
D)

Flavopiridol

Glucocorticoides

Interferon-ou
PD0332991

Inositol

hexafosfato (IP6)
Ne6-
isopenteniladenosin
a

Simvastatina

Taurina

TGFp1

Interleukina-1
Inhibidores de
farnesiltransferasa
U0126, PD98059

Esfingosina y
ceramida
L-796, 449,
Rosiglitazona

SJ749

Arrestode Goa Gy
expresion de proteinas de
Go (p62'y p56)

Arresto de Gy a G, y otras
regulaciones del ciclo

Ras, MAPK, Apt y arresto
de G() a G1

La dexametasona aumenta
la respuesta de la vitamina
Dy arresto de Gy a G,
Arresto de Gy a G,

Arresto en G, via inhibicién
de CDK4/6

Arresto de Gy a G,

Arresto de Gy a G; via
inhibicion de la farnesil
difosfato sintasa
Arresto de Gy a G

Arresto de Gy a G,

Arresto de Gy a G,
induciendo a los inhibidores
cip/kip y la familia INK4
Arresto de Gy a G

Arresto de Gy a G; via
regulacion de Ras

Arresto de G(/G; inhibiendo
Ras-MEK-Erk

Arresto de G¢/G; via
defosforilacion de pRb
Arresto de Gy a G, por
agonismo de PPARy

Arresto de Gy/G;
antagonista de la integrina
asSp1

Activa en un modelo
de infarto en rata

Activa en un modelo
de infarto en rata

Activa en un modelo
de TBI en rata
Activa en un modelo
de TBI en rata

No determinada
No determinada

No determinada

No determinada

Activa en un modelo
de infarto en rata
Activa en un modelo
de infarto en rata
Activa en un modelo
de infarto en raton

No determinada
No determinada

Activa en un modelo
de TBI

Activa en un modelo
de infarto en rata
Activa en un modelo
de infarto en rata

No determinada

Lamkin y cols., 2006;
Wainwright y cols.,
2001; Harvey y cols.,
2004, Wu y cols., 2001.
Johnson y cols., 2006;
Losem-Heinrichs y cols.,
2004; Trump y cols.,
2004.

Pepper y cols., 2003; Di
Giovanni y cols., 2005.
Johnson y cols., 2006;
Yang y cols., 2005; Goya
y cols., 1993.

Sangfelt y cols., 1999.
Fry y cols., 2004; Baughn
y cols., 2006.

Sharma y cols., 2003.

Laezza y cols., 2006.

Murakami y cols., 2001;
Cimino y cols., 2005.
Chen y cols., 2004;
Sapronov y cols., 2006.
Wuy cols., 1996.

Morinaga y cols., 1990.
Vogt y cols., 1997.

Gysin y cols., 2005.

Dbaibo y cols., 1995;
Furuya y cols., 2001.
Heaney, 2003; Pereira y
cols., 2006; Chaffer y
cols., 2006; Luo y cols.,
2006.

Maglott y cols., 2006.

Respecto a los inhibidores de CDKs, hay que decir que aunque son capaces de

producir el arresto del ciclo celular inducido por AP en neuronas (Copani y cols., 2008)

y de prevenir la fosforlilacion de tau (Knockaer y cols., 2002), no esta claro cuales

serian las consecuencias de inhibir la accion de las CDKs en el desarrollo de la EA.

Alguno de estos compuestos como el flavopiridol o la roscovitina, aunque tienen efectos

neuroprotectores, producen también efectos no deseados como por ejemplo, la
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expresion de la proteina proapoptética p53. Este efecto estd mediado por mecanismos
independientes de la inhibicidn de la progresion a través del ciclo celular (Demidenko y
Blagosklonny, 2004). Estas observaciones han puesto en cuestion su utilidad en
tratamientos largos, pues es muy posible que pudieran tener secuelas neurotdxicas.
Ademas, los efectos secundarios, tipicamente vomitos, nauseas y diarrea limitan sus

posibilidades como drogas neuroprotectoras.

5-. MODELOS DE ESTUDIO DE LA EA.

La mayor parte del conocimiento que tenemos hoy de la EA proviene de
estudios realizados sobre material de autopsias, casi siempre de casos terminales con
patologia avanzada, lo cual dificulta el estudio de procesos patologicos iniciales a nivel
celular y/o molecular. En estos casos, es imposible separar aquellos eventos casuales de
otros, inespecificos, o que se deriven de la destruccién celular que provoca la
enfermedad.

Afortunadamente, la disponibilidad de modelos animales para el estudio de la
EA ha permitido grandes avances en el conocimiento de algunos aspectos de la
enfermedad. En los ultimos 10 afios se han desarrollado numerosos modelos murinos
que en mayor o menor medida reproducen los cambios bioquimicos e histopatologicos
de la enfermedad (formacion de placas de amiloide y presencia de tau hiperfosforilada).
Algunos de estos modelos muestran pérdida neuronal y sindptica y déficits en la
memoria, en el conocimiento, en la funcidon global, comportamiento y actividades de la
“vida diaria”. En los modelos de ratones se han usado una gran variedad de mutantes
APP, presenilinas o proteina tau. A pesar de estos paralelismos con la enfermedad
humana, en ninguno de estos modelos se ha mostrado la agregacion de la proteina tau
en los tipicos ovillos neurofibrilares ni una pérdida significativa de cuerpos neuronales
(Hock y Lamb, 2001). Aunque estos estudios han ayudado a comprender la funcion de
algunos genes en el desarrollo de la EA y han servido para estudiar el papel de AP, para
evaluar los efectos de numerosas aproximaciones terapéuticas incluyendo y-secretasas
(Ohno, 2006), agonistas muscarinicos (Fisher y cols., 2003), inhibidores de BACE,
inmunoterapia de AP y vacunas (Morgan y cols., 2000; Janus y cols., 2000), aun no
existe un modelo que desarrolle fielmente todas las alteraciones propias de la patologia.

Lo ideal es buscar animales que desarrollen todos los sintomas tipicos de la EA,
lo cual seria muy valioso para establecer un orden y una jerarquia en las alteraciones,

saber cual es causa o consecuencia de otras, ademds de permitir estudiar la enfermedad
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desde su inicio, y poder probar nuevas terapias, comprobando sus efectos en cada fase
de la patologia.

También han sido muy utiles los modelos celulares consistentes en lineas
establecidas neuronales o extraneurales, asi como cultivos primarios de neuronas y
astrocitos, fundamentalmente de roedores, que sobreexpresan las formas mutantes
humanas de los genes APP, PS1 y PS2 que se sabe son causa de la EA (Mattson, 1997;
Mattson y cols., 2001).

Una estrategia alternativa y complementaria es el uso de tejidos periféricos de
pacientes con EA. Numerosas evidencias experimentales hacen pensar que la EA, como
otras enfermedades del sistema nervioso, puede manifestarse a nivel sistémico, aunque
sus repercusiones clinicas sean de menor grado (Nagy y cols., 2002; Gibson y Huang,
2002; Eckert y cols., 1994). El uso de células extraneurales ofrece ventajas comunes a
otros modelos celulares y, ademas, permite la posibilidad de estudiar procesos
patolégicos a cualquier nivel de progresion de la enfermedad. La utilizacion de células
extraneurales (CMSPs, monocitos, linfocitos, plaquetas y fibroblastos) (revisado por
Echeberrygaray e Ibarreta, 2001), asi como plasma, sangre total y liquido
cefalorraquideo (revisado en Gasparini y cols., 1998; Bailey, 2007), ha permitido la
identificacion de un buen numero de alteraciones celulares y moleculares que
mimetizan fendmenos comparables a los ocurridos en el cerebro de individuos afectados
por la EA. En la actualidad, se estdn utilizando ampliamente para la busqueda de
biomarcadores, que pudieran servir para el diagnodstico precoz de esta enfermedad, asi
como para la monitorizacion de posibles tratamientos terapéuticos.

La tabla V recoge los principales trabajos en los que se han utilizado células o

tejidos extraneurales para el estudio de la EA.
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TABLA YV
Estudios extraneurales en la EA

Localizacion
extracelular

Alteracion encontrada

Referencia

Sangre, plasma,
CMSPs, linfocitos,
plaquetas

Alteracion de procesos
inflamatorios/disfuncion en la
regulacion de proteinas inflamatorias

Alvarez y cols., 1996; Speciale y cols., 2007; Kassner y cols.,
2008; Bermejo y cols., 2008; Richartz-Salzburger y cols., 2007;
Kong y cols., 2002; Hye y cols., 20006; Pirttild y cols., 1992;
Bonotis y cols., 2008

Linfocitos

Alteracion en la proteolisis de PS1

Takahashi y cols., 1999

Sangre, eritrocitos,
linfocitos, plaquetas

Alteraciones del sistema colinérgico

Inestrosa y cols., 1994; Rakonczay y cols., 2005

Plaquetas, linfocitos,
fibroblastos

Alteraciones en el canal de K*

Bondy y cols., 1996; Eckert y cols., 1996; Bhagavan y cols.,
1998; Kim y cols., 1995; Etcheberrigaray y cols., 1993, 1994

Linfoblastos,
fibroblastos, sangre,
linfocitos eritrocitos y
plaquetas

Alteraciones en el estado
redox/implicaciones mitocondriales

Cecchi y cols., 2002; Gibson y cols., 2000; Naderi y cols., 2006;
Uberti y cols., 2002; de Lustig y cols., 1994; Serra cols., 1994;
Moreira y cols., 2007; Wang y cols., 2008; Zana y cols., 2006;
Leutner y cols., 2005; Marcourakis y cols., 2008; Leuner y cols.,
2007; Begni y cols., 2004; Mecocci y cols., 2002

Plaquetas

Alteraciones en el procesamiento de
APP

Borroni y cols., 2002a, 2003; Podovani y cols., 2001a, 2001b;
Zainaghi y cols., 2007; Cattabeni y cols., 2004; Li y cols., 1999

Fibroblastos, CMSPs,
linfocitos, plaquetas,

Alteraciones en la homeostasis de
Ca**

Peterson y cols., 1988; Palotas y cols., 2002a, 2002b, 2004;
Ibarreta y cols., 1997; Bondy y cols., 1994; Hartmann y cols.,
1994; Eckert y cols., 1996; Adunsky y cols., 1991; Le y cols.,

linfoblastos 1993; Hirashima y cols., 1996; Ito y cols., 1994

Linfoblastos Deficiencias en los sistemas de Bradley y cols., 1989;Robison y cols., 1987;Nijhuis y cols., 1996;
? reparacion del ADN/dafios ADN, adieyy v ’ y ” e ¥ v ’

fibroblastos Morocz y cols., 2002

ARN, proteinas

Sangre, CMSPs,
plasma, monocitos,
linfocitos, plaquetas,
linfoblastos,
mastocitos,
fibroblastos

Diferencias en la expresion de genes
relacionados con la homeostasis
celular/funciones
celulares/produccion de
ApP/procesamiento de tau- ensamblaje
de microtubulos

Kvetnoi y cols., 2003; Krawczun y cols., 1990; Gibson y cols.,
1996; Palotas y cols., 2001; Palotas y cols., 2002b; Mhyre y cols.,
2008; Mattila y Frey, 1995; Kong y cols., 2002; Ciccocioppo y
cols., 2008; Miscia y cols., 2009; Menedez-Gonzalez y cols.,
2008a, 2008b; Kassner y cols., 2008; Paccalin y cols., 2006;
Cazzaniga y cols., 2008; Reale y cols., 2004, 2005, 2008;
Mabhieux y cols., 2006; Bonotis y cols., 2008; ITarlori y cols., 2005;
Gambi y cols., 2004; Kusdra y cols., 2000; Cecchi y cols., 1999;
Schipper y cols., 2000; Bongioanni y cols., 1996; Vignini y cols.,
2007

Sangre, plasma

Diferencias en la expresion del gen
ALZAS

Jellinger y cols., 2008; Kienzl, 2002

Linfocitos, plaquetas,
linfoblastos

Diferencias en la regulacion del ciclo
celular y en los procesos de
supervivencia/muerte celular

de las Cuevas y cols., 2003, 2005; Muiioz y cols., 2005, 2008a,
2008b; Bartolomé y cols., 2007, 2009; Urcelay y cols., 2001; Sala
y cols., 2008; Stieler y cols., 2001; Tacconi y cols., 2004; Nagy y
cols., 2002; Casoli y cols., 2008

Fibroblastos, CMSPs

Diferencias en la sefializacion celular

Zhao y cols., 2002, 2003; Khan y Alkon, 2006, 2008; Castri y
cols., 2007; Mazzola y Sirover, 2003; Jong y cols., 2002

Plasma

Diferencias en los niveles de
AB40/AB42

Graff-Radford y cols., 2007; Blasko y cols., 2008

CMSPs, fibroblastos

Expresion de mutantes de p53/menor
vulnerabilidad hacia apoptosis

Lanni y cols., 2007; 2008a, 2008b; Racchi y cols., 2008; Uberti y
cols., 2002, 2006, 2008

CMSPs, plasma,
linfocitos

Expresion génica y protedmica

Maes y cols., 2007; Ray y cols., 2007; Hye y cols., 2006; Yu y
cols., 2003; Palotas y cols., 2004b

Sangre, linfocitos,
fibroblastos

Otras alteraciones

Bellucci y cols., 2007; Borroni y cols., 2002b; Cataldo y cols.,
2008; Begni y cols., 2004; Zivkovic y cols., 2006; Spremo-
Potparevic y cols., 2004, 2008; Zhao y cols., 2002; Jong y cols.,
2002
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objetivos

El objetivo fundamental de esta tesis ha sido desvelar la posible contribucion de
fallos en el control de los mecanismos que regulan la supervivencia/muerte celular a la
neurodegeneracion en la enfermedad de alzhéimer. Este campo de investigacién se inicio
hace solamente unos pocos afios, pero hoy en dia se admite que una entrada aberrante en
ciclo celular, por parte de ciertas neuronas es una de las causas mas importantes de la
pérdida neuronal por apoptosis. La originalidad de nuestra propuesta experimental radica en
la utilizacién de células extraneurales, en concreto lineas linfoblasticas, de sujetos
aquejados de EA y donantes controles, asumiendo que las enfermedades que afectan al
sistema nervioso central, tienen también manifestaciones sistémicas y por tanto, su estudio
puede aportar algunas claves sobre el proceso neurodegenerativo. Hemos pretendido
demostrar la validez de este tipo de células en el estudio de enfermedades que afectan al
sistema nervioso. La innovacion de esta propuesta viene dada por la oportunidad de
encontrar alteraciones celulares y/o moleculares que puedan servir como biomarcadores

especificos de la demencia de alzhéimer.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, realizados en linfocitos inmortalizados de
pacientes de EA de aparicion tardia, y donantes controles de edad aproximada, se pudieron
detectar alteraciones en la homeostasis de Ca®* y de H* (Ibarreta y cols., 1997, 1998) que se
asociaron a una mayor respuesta proliferativa de las células de pacientes de EA (Urcelay y
cols., 2001). La perturbacién de la via de sefializacion Ca®*/CaM parece ser responsable de
estas alteraciones, controlando los niveles de p27, un inhibidor de los complejos CDK, y
facilitando la fosforilacion de proteinas de la familia de retinoblastoma, la activacion del
factor de transcripcion E2F y el transito de las células desde G; a la fase S del ciclo celular
(de las Cuevas y cols., 2003; Muifioz y cols., 2005, 2008a). Resultados recientes de nuestro
laboratorio, indican que la activacién de la ruta dependiente de Ca**/CaM puede jugar
también un papel relevante en la vulnerabilidad celular frente a situaciones de estrés,
controlando la activacion transcripcional de NF-kB (de las Cuevas y cols., 2005).

En base a estos antecedentes nos propusimos profundizar en el estudio de los

mecanismos moleculares que subyacen a la mayor actividad proliferativa y resistencia a la
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muerte celular, inducida por la privacién del suero de linfoblastos de pacientes de EA de

aparicion tardia.

Los objetivos concretos planteados para el desarrollo de esta tesis han sido los

siguientes:

1. Estudios de la interaccién entre Ca?*/CaM vy las vias dependientes de MAP
kinasas (especificamente, Erks y p38) y PI3K/Akt, en el control de

supervivencia/muerte celular.

Justificacion: estas cascadas de sefializacion han sido consideradas
tradicionalmente como las principales responsables del control de los procesos
de supervivencia y muerte en la mayoria de los tipos celulares. Ademas, existen
numerosas evidencias en la literatura, de que su actividad puede ser modulada
directa o indirectamente por CaM en muchos tipos celulares, incluyendo

neuronas.

2. Analizar la modulacién de la actividad proliferativa y la vulnerabilidad celular
frente a la retirada del suero por estatinas.
Justificacion: Dado que los mecanismos de control del ciclo celular y apoptosis
son m&s 0 menos ubicuos, nos interesaba demostrar la utilidad de este modelo
experimental para el seguimiento de distintas terapias o para el disefio de
nuevas estrategias terapéuticas. Elegimos estudiar el efecto de simvastatina
porque existen evidencias de tipo epidemioldgico, clinico y experimental que
indican que las estatinas reducen el riesgo de contraer la EA. Ademas de la
accion de las estatinas inhibiendo la sintesis de colesterol, se conocen otros
efectos no relacionados con el metabolismo lipidico, destacando los efectos sus
propiedades anti-inflamatorias, asi como antiproliferativas y proapoptéticas.
Estas caracteristicas confieren a estas drogas un potencial beneficio para el

tratamiento del alzhéimer.

3. Estudiar la especificidad de estas alteraciones en relacion a otros trastornos

neurodegenerativos.
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Justificacién: El interés de estudiar si las alteraciones en los mecanismos de
control del ciclo celular y/o supervivencia estan implicadas especificamente en
la enfermedad de Alzheimer, o si es un fendmeno mas general vinculado a los
procesos neurodegenerativos, radica en la posibilidad de encontrar alguna

alteracion que pueda servir como biomarcador de la EA.
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1.- MATERIALES

Para los estudios de la actividad proliferativa y de supervivencia de las lineas
linfoblasticas de individuos controles y pacientes con EA, el inhibidor de la sintesis de
proteinas, cicloheximida, el inhibidor del proteasoma, MG132, los antagonistas de
Calmodulina (CaM), Calmidazolium (CMZ) y W7, el sustituyente de suero (Serum
replacement), el inhibidor de Calmodulina quinasa II (CaMKII), KN-62, y los quelantes
de Ca*", EGTA y BAPTA-AM, se adquirieron de Sigma (Sigma-Aldrich, Alcobendas,
Espana). El inhibidor general de caspasas, z-VAD-fmk, y los inhibidores de PI3K/Akt,
Erkl1/2 y p38, Ly294002, PD98059 y SB202190, respectivamente, fueron de
Calbiochem (Calbiochem, USA). En el estudio del efecto de la simvastatina (SIM)
sobre los procesos de supervivencia/muerte celular de los linfoblastos controles y de EA
la SIM se adquirié de Calbiochem (Calbiochem, USA) y los intermediarios mevalonato
(MEV), geranil-geranilpirofosfato (GGPP), farnesilpirofostato (FPP) y escualeno (SQ),
fueron de Sigma (Sigma-Aldrich, Alcobendas, Espafia).

2-. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA Y ESTABLECIMIENTO DE LINEAS LINFOBLASTICAS.

2.1-. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica.

La obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se realiz6
utilizando gradientes de densidad en Ficoll-Isopaque (Lymphoprep™ 1077. Axix-
Shield Po CAS, Oslo Noruega) con sangre total, segiin el procedimiento descrito por
Seigneurin y cols., en 1988. Este método permite separar las células mononucleares que
tienen una densidad inferior a la de las células polimorfonucleares (granulocitos) y
eritrocitos. La separacion en un medio isosmotico de densidad igual a 1,077g/ml,
permite que los eritrocitos y granulocitos sedimenten a través del medio y que se forme
una banda claramente visible que contiene las células mononucleares entre la muestra y

la interfase medio/muestra, como puede observarse en la figura 6. Seglin este
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procedimiento, en primer lugar, se diluyeron 10ml de sangre en el mismo volumen de
tampon fosfato salino (PBS) y se afiadieron 10-12ml de Lymphoprep en el fondo del
tubo, evitando la rotura de la interfase creada al afiadir el Lymphoprep. A continuacion,
la muestra se centrifugé a 1400r.p.m durante 45 minutos, desactivando el freno. Tras
centrifugar, se recogio del tubo la fase con las células mononucleares (capa blanca), y se
realizaron varios lavados con PBS (1300r.p.m., 10 minutos) para eliminar los restos de
Lymphoprep, que puede resultar toxico para las células, y de plaquetas. Finalmente, las
células aisladas se cultivaron en suspension, a una concentracion inicial de 1 x 10°
células x ml™” en frascos de cultivo de 25cm?, en posicion vertical. El medio de cultivo
utilizado fue RPMI-1640, suplementado con L-glutamina 2mM, 10% (v/v) de suero
fetal bovino (FBS), 100pug/ml de penicilina/estreptomicina, y Sug/ml del mitdégeno
Pokeweed (PWM) (Sigma-Aldrich, Alcobendas, Espafia), especifico de células B. Los
cultivos se mantuvieron en un incubador humedo, con 5% de CO, y a 37°C. El FBS, la
penicilina, la estreptomicina y el medio de RPMI se adquirieron de Invitrogen

(Gatithersburg, Maryland, USA).
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Células rojas y granulocitos

Figura 6. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica.

2.2-. Aislamiento de Linfocitos B.

Para separar los linfocitos B de la poblacion total de CMSPs, se utilizé un sistema
de seleccion positiva que consistido en el paso a través de una columna de separacion

magnética (MS, Separation columns, Miltenyi Biotec, Berglisch Gladbach, Alemania)
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de una suspension de bolas paramagnéticas que llevan pegado el anticuerpo monoclonal
y marcador de superficie de células B anti-CD19 (MACS Microbeads, Miltenyi Biotec,
Berglisch Gladbach, Alemania). La unidn especifica de los linfocitos B al anticuerpo
monoclonal anti-CD19, hace que s6lo los linfocitos B queden retenidos en la columna
cuando pasan a través de ella debido a las fuerzas de atraccion magnética entre las bolas
y la columna. Segun indican las recomendaciones del producto, la poblacion de CMSP
procedente de 10 ml de sangre periférica, se resuspendié en PBS suplementado con
0,5% BSA y 2mM EDTA (pH 7,2) y se incubd con las bolas paramagnéticas marcadas
con anti-CD19 en la proporcion 20pl de bolas por cada 107 células, durante 15 minutos
a 4°C,. Pasado el tiempo de incubacion, se recogieron las células, se lavaron con PBS y
se centrifugaron a 1400r.p.m durante 10 minutos. Después se descarto el sobrenadante y
el pellet se resuspendid en 500ul de PBS suplementado. La mezcla de células
resuspendidas se hizo pasar por la columna de separacion magnética en la que quedaron
retenidas las células unidas a anti-CD19 hasta que se retird el campo magnético de la
columna, momento en que se recogieron solo las células marcadas, tal y como se
muestra esquematicamente en la figura 7. El nimero de linfocitos B obtenidos fue,
aproximadamente, de 1 x 106, los cuales, fueron incubados a la concentracion de 1 x 10°
células x ml' en medio RPMI-1640, con L-glutamina 2mM, 100ug/ml de
penicilina/estreptomicina, 10% (v/v) de FBS y Sug/ml de PWM.
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1° paso: Incubacién de las células
con bolas paramagnéticas unidas
aanti-CD19

2° paso: Pasar la mezcla tanto de células
marcadas como sin marcar a través de co-
lumnas de alta afinidad magnética, unidas
aun campo magnético, para eluir las célu-
las no marcadas.

3° paso: Quitar la columna del campo
magnético y recoger las células marca-
das positivamente.

¢' Linfocito B
* Anticuerpo (IgG)
o
a

Bola paramagnética

CD 19

Figura 7. Seleccion positiva de linfocitos B.

2.3-. Establecimiento de lineas celulares linfoblasticas.

El establecimiento de las lineas celulares linfoblasticas se realizd en el laboratorio
siguiendo el procedimiento descrito por Koistinen en 1987, infectando linfocitos de

sangre periférica con el virus de Epstein-Barr (Koistinen, 1987).

2.3.1-. Produccion del virus Epstein-Barr.

El virus de Epstein-Barr utilizado en las transformaciones se obtuvo a partir de
una linea celular de linfoma de Burkitt (B-95-6) cedida por Longina Akhtar (National
Institute of Alcohol and Abuse Disorders, NIH, Bethesda, USA). En primer lugar, las
células se cultivaron en monocapa y, tras unos dias en cultivo, se recogio el
sobrenadante y se centrifugd para eliminar restos celulares se pasdndolo a través de un
filtro de 0,2um. En condiciones normales, un porcentaje de las células cultivadas sufre

una infeccion litica que libera el virus al medio de cultivo. Realizados estos pasos, el
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virus se conservo en alicuotas de 1ml a -80°C para su uso posterior en transformaciones

linfoblasticas.

2.3.2-. Transformacion de linfocitos.

La poblaciéon de CMSPs obtenida como se ha descrito anteriormente se puso en
cultivo y, se le afiadio, una alicuota de 1ml de virus de Epstein-Barr y 1pg/ml de
ciclosporina, para evitar la activacion de los linfocitos T, presentes en la poblacion, que
pudieran impedir la proliferacion inicial de los linfocitos B infectados. Al cabo de 6 o 7
dias, se retir6 la mitad del medio del cultivo, sustituyéndolo por medio de cultivo nuevo.
En las siguientes 3 6 4 semanas, se vigilo el cultivo cambiando el medio una o dos
veces por semana. Transcurrido este tiempo, comenzaron a aparecer los primeros clones
linfoblasticos. Una acidificacion importante del medio constituye un excelente marcador
de la trasformacion. Transformadas las células, se dividieron creciendo en suspension,
para obtener un numero suficiente de ellas. Las lineas linfoblasticas creadas se
congelaron en nitrogeno liquido, resuspendidas en Iml del medio ya descrito, con un
7,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) el cual, evita rupturas celulares por la formacion de
hielo. Para trabajar con las lineas linfoblasticas, las células se descongelaron en,
aproximadamente, 8ml de medio RPMI-1640, que contenia L-glutamina 2mM,
100ug/ml de penicilina/estreptomicina y, a menos que se indique otra cosa, 10% (v/v)
de suero fetal bovino (FBS). El crecimiento de los linfoblastos transcurria en
suspension, en frascos de cultivo de 25cm?, dispuestos en posicién vertical. Los cultivos
se mantuvieron en un incubador hiimedo, con 5% de CO, y a 37°C. El medio de cultivo
se cambid dos o tres veces por semana, segin conviniera, aspirandolo sobre las células

y aiadiendo un volumen igual de medio nuevo.

3-. METODOS ANALITICOS.
3.1-. Andlisis del ciclo celular.

El analisis del ciclo celular se realizd mediante citometria de flujo, midiendo la

incorporaciéon de ioduro de propidio (IP) al ADN celular (Krishan, 1975). Para ello, se
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sembraron células a una concentracion inicial de 1 x 10° células x ml”, y se tomaron
alicuotas a los tiempos requeridos por el experimento a realizar. Una vez recogidas, las
células se lavaron con PBS, se fijaron en etanol al 75% y se almacenaron a 4°C, hasta
que estuvieron procesadas todas las muestras. En el momento de hacer el analisis, las
células se centrifugaron para eliminar los restos de etanol y se incubaron en 0,5 ml de
PBS con 1pg/ml de ARNasa (Roche, Mannheim, Alemania) y 1% de Nonidet P-40
(NP-40) durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Finalmente, se afiadieron 25
ug/ml de IP. La proporcion de IP incorporado se midié en un citometro de flujo EPICS-
XL (Beckman Coulter, Florida, USA), utilizando una longitud de onda de excitacion de
488nm y recogiendo la emision del IP a 620nm. Los datos fueron analizados mediante
el programa de ordenador Expo32 ADC (Beckman Coulter). Las fases del ciclo celular
se estimaron por analisis computarizado de las distribuciones del contenido de ADN.

La duracion de la fase G; se estimo seglin lo descrito en la bibliografia (Merrill, 1998).

3.2-. Determinacion de la proliferacion y la viabilidad celular.

Tanto para determinar proliferacion como viabilidad celular se utilizaron los
ensayos de reduccion de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium
bromide] y el recuento de células en la cdmara Neubauer o hemocitémetro,
indistintamente. El ensayo MTT se basa en la capacidad de las mitocondrias
funcionalmente activas para convertir el MTT en formazén, cuya cantidad es
directamente proporcional al numero células vivas. La determinacién de la proliferacion
celular en las distintas condiciones experimentales se realizd incubando las células con
Img/ml de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) en un volumen de reaccion de 200
ul. Tras 2 horas de incubacion, las células se centrifugaron, se retir6 el sobrenadante y
se resuspendieron en 200ul de DMSO para disolver los cristales de formazéan. La
absorbancia se midi6 a 570nm con 630nm como longitud de onda de referencia, en un

espectrofotometro Labsystems iEMS Reader MF.

Otro método utilizado para la determinacion de la proliferacion celular fue la
medida de la incorporaciéon de 5’-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), usando un kit de

Roche (Madrid, Espafia) cuyo fundamento esta basado en un inmunoensayo enzimatico.
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Para ello se recogieron un total de 105 células por pocillo en una placa de 96 pocillos
por triplicado. A las células se les anadio BrdU 10uM durante 4 horas. Después se
recogieron, se fijaron en una mezcla de etanol 70% y HCI 0,5M (a -20°C) durante 30
minutos a -20°C y se incubaron con una soluciéon de nucleasas siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras esta incubacion, se afiadio el anticuerpo anti-BrdU
conjugado con peroxidasa durante 30 minutos a 37°C. El exceso de anticuerpo se
elimin6 lavando las células 3 veces y, a continuacion, se afiadi6 la solucidn sustrato.
Finalmente, se midio la absorbancia en el lector de placas Labsystems iIEMS Reader MF

a 405nm con una longitud de onda de referencia de 492nm.

Por otra parte, el recuento de células en la cdmara Neubauer o hemocitometro, se
realizd tomando una alicuota (10ml) del cultivo y diluyéndola segun la densidad del
mismo. Finalmente, se afiadi6 el colorante vital azul de Tripan, que permite distinguir
las células vivas de las células no viables y se hizo el recuento de células en un

microscopio invertido de contraste de fase.

3.3-. Determinacion de la apoptosis celular.

Para la deteccion de apoptosis se usaron dos métodos alternativos: la medida de la
incorporacion de loduro de Propidio y la inclusion-exposicion de Ioduro de Propidio-

Fosfatidilserina, respectivamente.

3.3.1-.Incorporacion de loduro de Propidio.

Mediante citometria de flujo, se determin6d la cantidad de células que se
encontraban en la zona sub G; del ciclo, correspondiente a células apoptoticas del

mismo modo que en el apartado 3.1.
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3.3.2-. Inclusion/exposicion de loduro de Propidio y fosfatidilserina.

Se utilizé un kit de Pharmigen (San Diego, USA). Utilizando como marcadores la
AnexinaV acoplada a un fluordforo y el IP se detectan células apoptdticas y necroticas
(Anthony y cols., 1998). La AnexinaV se une a la fosfatidilserina que en células viables
se encuentra en la cara interna de la membrana plasmatica, y solo se expone en la cara
externa en células apoptoticas. El IP es un colorante vital, sdlo entra en células con la
membrana intacta. Se analizo la exposicion de fosfatidilserina y la exclusion de IP tras
tefiir las células con AnexinaV-fluoresceina (AV-FITC) e IP. La proporcion de AV-

FITC/IP incorporado se midi6 por citometria de flujo.

3.3.3-. Deteccion de muerte celular por TUNEL (Terminal transferase
mediated dUTP- nick end labelling)

Este ensayo permiti6é detectar la fragmentacion de ADN que se produce en
apoptosis. La técnica consiste en la adicion de nucledtidos marcados con
fluoresceina (FITC) a los extremos 3’-OH libres del ADN fragmentado mediante la
enzima Telémero transferasa Terminal TdT (Gavrieli y cols., 1992). Se utilizo el kit
DeadEnd Fluorimetric TUNEL System (Promega, Madison, USA). Las células se
sembraron inmovilizadas en un portaobjetos con camaras para cultivos con 15ug/ml
de poliornitina, y se mantuvieron durante 72 horas en medio RPMI sin suero. Luego
se lavaron con PBS filtrado, con PBS con 0,1% triton X-100 durante 30 minutos,
para permeabilizar las células, y otra vez con PBS. A continuacion, se mantuvo el
porta en el tampén de equilibrado del kit durante 20 minutos, y se afiadié la mezcla
de TUNEL para la reaccion, que contenia 9,8% de mezcla de nucledtidos con FICT,
1,9% de TdT y el tampon de reaccion del kit. Después de 1 hora a 37°C, se
neutralizo la reaccion con solucion salina ssc (150mM NaCl, 15mM citrato sodico)
y se volvio a lavar con PBS. Finalmente, se afiadieron 2mg/ml de DAPI
(Dihydrocholoride 4’,6-Diamidino-2-phenylindole) como control del numero de
células, se cubrid el portaobjetos con un cubreobjetos, y se sello para su
visualizacién, en microscopio de fluorescencia. Las longitudes de onda de
excitacion y emision fueron 364 nm y 454 nm respectivamente, para DAPI y, 488

nmy 515 nm para la fluoresceina.
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3.4-. Construcciones de plasmidos y transfecciones.

El vector pcDNA3 que contenia la forma constitutivamente activa de MEK1 fue
proporcionado por la Dra. Carme Cacelles (IRB-PCB, Barcelona, Espafia). El vector
pcDNA3 vacio y el vector pcDNA3-MEK1 se introdujeron en los linfoblastos
procedentes de 2 lineas celulares distintas con el sistema de nucleofeccion
(Nucleofector system, Amaxa Biosystems GMBH, Cologne, Germany). Para ello se
resuspendieron 2 x 10° células en 100ml de Soluciéon V de linea celular segun la
recomendacion del fabricante y se mezclaron con 5Smg de ADN plasmidico. Para
evaluar la eficacia de la transfeccion se transfectd el mismo nimero de células con
la construccion pmaxGFP que expresa la proteina GFP (Amaxa Biosystems). Las
nucleofecciones se llevaron a cabo con el aparato Nucleofector II de Amaxa y con el
programa P-16, seglin aconseja el fabricante para linfoblastos. La viabilidad celular
y la eficacia de la transfeccion se evalud pasadas 16 horas de la transfeccion por
analisis por citometria de flujo, sobre 5 x 10° células nucleofectadas con GFP,
marcadas con IP. La eficacia de la transfeccion fue aproximadamente de un 20%. El
experimento de retirada de suero se realizo 16 horas después de la nucleofeccion.
Tras 24 horas sin suero, se recogieron las células para extractos para western

blotting y para la determinacion de la viabilidad celular.

3.5-. Andlisis de la expresion de Calmodulina3.

La determinacion de los niveles relativos de expresion de Calmodulina3 (CaM3)
se realiz6 mediante RT-PCR semicuantitativa en condiciones establecidas de
numero de ciclos y cantidad de mensajero en los que la reaccion entre los niveles de
amplificacion y numero de ciclos es lineal. En primer lugar, se extrajo el ARN total
de las lineas celulares linfoblasticas mediante el procedimiento del tiocianato de
guanidinio (Chomczynsky y Sachy, 1987). Para la reaccion de RT-PCR se parti6 de
2ug de ARN, con los que se obtuvo la hebra de ADN complementario y la enzima

usada fue la transcriptasa inversa MMLYV (virus de leucemia murina de Moloney).
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Para el andlisis de la expresion del gen Calmodulina3 (CaM3) en los transcritos de

linfoblastos se disefnaron los siguientes oligonucledtidos:
forward 5°CTTGATCCCCGTGCTCCGGA-3’

reverse 5’-TGTTGAAGAGAGTGCCGGC-3’,

consiguiendo con ellos un fragmento de 518 pares de bases. Para normalizar las
cantidades de ARN, se realizO en paralelo la amplificacion del ADN

complementario de la integrina 3. Para ello se disefaron los oligonucleotidos
forward 5’-GGGATACGCTTAGGCTTGCT-3’
reverse 5’-AACCTGGGTGTGTGCAACTCT-3’,

con los que se consigui6 un fragmento de 198 pares de bases del exon IIT de la
integrina. Finalmente, los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel
de agarosa (Pronadisa, Espafia) al 1%, tefiido con bromuro de etidio (Sigma,
Alcobendas, Espafa) y se cuantificaron las bandas por densitometria con el

densitometro GS-800 y el programa Quantity One 4.3.1 de BioRad.

3.6-. Inmunodeteccion.
3.6.1-. Preparacion de extractos celulares y nucleares.

Para la obtencion de extractos celulares se lavaron las células recogidas con PBS
en frio, y luego se lisaron durante 20 minutos en hielo, en tampodn de lisis (50mM Tris
pH 7.4, 150mM NaCl, 50mM NaF, 1% Nonidet P-40) al cual se le afiadié ortovanadato
sodico 1 mM, PMSF 1mM, pirofosfato sédico ImM y una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete Mini Mixture, Roche Mannheim, Alemania). Tras una
centrifugacion, para eliminar los restos de membranas (precipitado), se guardaron los

extractos celulares a -80°C.

La concentracion de proteinas totales en cada muestra, se determind con los kits

de analisis de proteinas Bio-Rad (Hercules, USA) y BCA™ (Illinois, USA).
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3.6.2-. Western Blotting.

Los geles de separacion y concentracion utilizados fueron del 7,5% 6 12% y 4%
de poliacrilamida, respectivamente. Se cargaron 20-100pg de proteina total de cada
extracto mezclada con tampon de carga (Tris-HCl 100mM, pH 7.4, SDS 4%, azul de
bromofenol 0,2%, B-mercaptoetanol 5% y glicerol 20%) y la mezcla se calent6é a 90°C
durante 10 minutos. En una de las calles se cargd un estandar de peso molecular. La
electroforesis se realizd a voltaje constante (100-130 voltios) y el tiempo varid en
funcion de la proteina a determinar. Una vez separadas, las proteinas se transfirieron a
una membrana de Poly vinylidene fluoride (PVDF) (Immobilon-P) de BioRad. La
cantidad de proteina y la calidad de la transferencia se verificaron tifiendo la membrana
con una solucidon de Ponceau (Ponceau 0,1%, Sigma y acido acético glacial 5%, Merck)
durante unos segundos y, después, se lavo con TBS-T (TBS con Tween-20 0,05%). La
membrana se bloqued en una solucion de TBS-T/BSA (TBS-T con BSA 1%) durante
una hora a temperatura ambiente y luego se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente, a la concentracion indicada en la tabla VI, diluido en la misma
solucién de bloqueo hasta el dia siguiente, a 4°C, en agitacion. Pasado el tiempo de
incubacidn, la membrana se lavé 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada lavado, y
para amplificar la sefial del anticuerpo primario se incubd con un anticuerpo secundario
especifico para cada especie conjugado con peroxidasa, a la concentracion indicada en
la tabla VII, disuelto en una solucion TBS-T/leche (TBS-T con 5% leche desnatada)
durante una hora. Tras lavar 3 veces con TBS-T durante 10 minutos, se reveld con el
sistema deteccion de sustrato quimioluminiscente, ECL, (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Inglaterra). Posteriormente la membrana se lavo con TBS-T y se
tratdé con un tampon de “stripping” (Pierce, Rockford, USA) durante 20 minutos a 60°C
para eliminar los restos de anticuerpos primario y secundario, y a continuacidon se
expuso a un nuevo anticuerpo primario. La cuantificacion de las bandas se realizod
mediante el estudio densitométrico de los autorradiogramas con un densitoémetro GS-

800 y el programa Quantity One 4.3.1 de BioRad.
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TABLA VI
Anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo Dilucién  Especie de origen Casa comercial

' ' . . Santa Cruz
Anti-pRb (sc-500) 1:500 Policlonal de conejo (Madrid, Espafia)

o . . . Santa Cruz
Anti-ciclina E (sc-198) 1:500 Policlonal de conejo (Madrid, Espafia)

. . . . Santa Cruz
Anti-CDK2 (sc-748) 1:500 Policlonal de conejo (Madrid, Espafia)

R _ . . Santa Cruz
Anti-p21°*" (sc-397) 1:500 Policlonal de conejo (Madrid, Espafia)

R _ . . Santa Cruz
Anti-p27**" (sc-528) 1:500 Policlonal de conejo (Madrid, Espafia)

. . , Santa Cruz
Anti-Bcl-2 (sc-509) 1:2000  Monoclonal de ratén (Madrid, Espafia)

' ' . . Santa Cruz
Anti-Bax (sc-493) 1:5000 Policlonal de conejo (Madrid, Espafia)

. ' . . Cell Signaling
Anti-fosfo-Akt (ser473) 1:2000  Policlonal de conejo (Beberly, Massachussets)
y

. . . Santa Cruz

Anti-Akt (c-20) 1:2000 Policlonal de cabra (Madrid, Espafia)
Anti-p44/p42 MAPK (Erk1/2) 12000 Policlonal de conejo Cell Signaling

(Beberly, Massachussets)

Anti-fosfo-p44/p42 (thr202/tyr204) ) . . Cell Signaling
MAPK (Erk1/2) 1:500 Policlonal de conejo (Beberly, Massachussets)
. . ) . . Sigma Aldrich
Anti-B-actina (A 2066) 1:5000  Policlonal de conejo (Alcobendas, Espafia)
. ) . . Sigma Aldrich
Anti-CaM1 (sc-5537) 1:500 Policlonal de conejo (Alcobendas, Espafia)
TABLA VII
Anticuerpos secundarios utilizados
Anticuerpo Dilucién Casa comercial
Anti-IgG de cabra 1:5000 Santa Cruz
(IgG-HRP) ’ (Madrid, Espafia)
Anti-IgG de raton 1:5000 Biorad
(IgG-HRP) ’ (Hercules, USA)
Anti-IgG de conejo 1:5000 Biorad
(IgG-HRP) ) (Hercules, USA)

3.6.3-. Inmunoprecipitacién y ensayo de la actividad quinasa del complejo
ciclina E/CDK2.

Para determinar la actividad quinasa del complejo ciclina E/CDK2, los
linfoblastos se sembraron a una concentracién inicial de 1 x 10° células x mlI™". Las
células se privaron de suero durante 24 horas. Al dia siguiente se estimularon,
afiadiendo al medio, FBS 10% y se incubaron durante 24 horas. Transcurrido este

tiempo, se realizaron extractos celulares (500pg) que fueron incubados con un
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anticuerpo contra ciclina E durante 2 horas a 4 °C en rotacion, seguido de la incubacion
con 20ul de proteina G-sefarosa durante 2 horas. Las muestras se lavaron
posteriormente en tampon quinasa (50mM KCl, 8mM MgCl,, ImM DTT, 3mM ATP,
50 mM HEPES, pH 7,4). Los inmunocomplejos se resuspendieron en 40ul de tampéon
quinasa al que se le afiadidé previamente histona H1 (Sigma, Alcobendas, Espafia)
(0,2pg/ul), que fue utilizada como sustrato y [y°°P] ATP (10uCi). Después de una hora
en agitacion a 37°C, la reaccion se pard anadiendo 10ul de tampdén SDS 6X. Después de
hervir las muestras, se resolvieron en un gel de electroforesis SDS-poliacrilamida al
12% vy la histona H1 fosforilada se visualizd por autorradiografia. Las cantidades de

histona H1 se detectaron mediante tincion del gel con Comassie.

4-. ANALISIS ESTADISTICO.

A menos que se especifique otra cosa, todos los datos representan loa valores
medios =+ el error estandar. El andlisis estadistico se ha realizado con el programa Data
Desk® 4.0 para Macintosh. La significacion estadistica se estim6, cuando fue necesario,
con el analisis de varianza (ANOVA) para medidas repetidas y andlisis “post hoc”, o

por prueba t de Student. Las diferencias se consideraron significativas a un nivel de p<

0,05.
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1-. ESTABLECIMIENTO DE LINEAS LINFOBLASTICAS.

1.1-. Descripcion de los individuos donantes de sangre.

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado lineas linfoblasticas derivadas de
20 individuos diagnosticados de probable enfermedad de alzhéimer de aparicion tardia,
en grado moderado-grave siguiendo los criterios NINCDS-ADRDA (National Institute
of Neurological and Communicative Diseases and Stroke-Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association) (tabla V1II).

TABLA VIII
CRITERIOS NINCDS-ADRDA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA EA (McKahnn y cols, 1984).

A) CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DE POSIBLE EA

1.  Demencia con variaciones en su inicio, en la presentacién o en el curso clinico, inusuales en la EA,
pero para la que no hay explicacién alternativa.
2. Presencia de un trastorno secundario sistémico o cerebral capaz de producir demencia del enfermo.

3. Existencia de un déficit gradual progresivo de las funciones cognoscitivas.

B) CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DE PROBABLE EA:

1.  Déficit cognoscitivo demostrado mediante examen clinico y documentado con tests y escalas
validados.
Déficit en dos 0 méas areas cognoscitivas (memoria, juicio, calculo, etc.).

Empeoramiento PROGRESIVO de la memoria y de otras funciones cognoscitivas.

Ausencia de trastornos de la conciencia (delirium).

Inicio entre los 40 y 90 afios.

. Sinevidencia de otras enfermedades cerebrales o sistémicas que pudiesen justificar el cuadro.

o gk wN

Apoyan el diagnéstico de EA probable:

7. Presencia de afasia, apraxia, agnosia.

8.  Alteracion de patrones de conducta e incapacidad para realizar tareas cotidianas
9.  Historia familiar.

10. Ex&menes complementarios: examen de LCR normal, enlentecimiento inespecifico o anormalidad
en el EEG, y signos de atrofia cerebral progresiva en estudios seriados de TAC cerebral.

C) CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DEFINITIVO EA:

1. Cumplir los criterios clinicos de EA probable.
2. Evidencias histopatoldgicas obtenidas por biopsia 0 necropsia.

De esta seleccion de pacientes de EA, 15 de ellos, eran mujeres y 5, eran
varones. La media de edad fue de 74 + 2 y la media de puntuacion obtenida en el test
Mini Mental State Examination (MMSE) fue de 9 + 1,5. Las comparaciones del estudio
se han realizado en paralelo sobre un grupo control de 23 individuos sanos (la media de

edad fue de 72 + 2), de los cuales 13, eran mujeres y 10, eran varones. Ninguno de estos
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individuos presentaba sintomas clinicos de demencia, y sus edades eran comparables

con las de los enfermos. Estas y otras caracteristicas de los sujetos controles, asi como

de los pacientes con EA, se muestran en las tablas X'y X.

TABLA IX

LINEAS CELULARES DE CONTROLES SANOS UTILIZADAS EN LOS EXPERIMENTOS.

LINEAS EDAD SEXO DIAGNOSTICO HISTORIAL CLINICO
C10 78 \ sano -
Ci11 77 V sano -
Ci12 73 V sano -
Ci4 58 M sano -
C18 67 M sano -
C33 82 \Y sano Enfermedad pulmonar
C34 88 M sano Anemia
C36 79 M sano Angor
C37 57 M sano Bronco-espasmos
C38 69 \% sano Enfermedad pulmonar
C40 89 V sano -
C41 79 M sano Fibrilacién auricular
C42 82 M sano Infarto
C43 46 M sano -
C46 68 V sano -
C47 80 V sano -
C48 42 M sano -
C49 81 M sano -
C50 77 M sano -
C51 86 V sano -
TABLA X

LINEAS CELULARES LINFOBLASTICAS DE ENFERMOS DE ALZHEIMER UTILIZADAS
EN LOS EXPERIMENTOS.

) ANOSDE  DIAGNOSTICO  HISTORIA CLINICA
LINEAS EDAD SEXO EVOLUCION PROBABLE ADICIONAL
Al10 81 M 1 tardia -
Al2 78 M 1 tardia -
Al3 86 M 2 tardia -
A23 82 \Y 3 tardia -
A24 74 Vv 2 tardia -
A25 79 M 5 tardia -
A27 91 \Y/ 1 tardia -
A32 79 M 1 tardia -
A33 72 Vv 3 tardia -
A34 82 M 3 tardia -
A36 74 M 6 tardia -
A40 74 M 2 tardia -
A42 69 \Y 0 tardia -
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A43 69 M 3 tardia -
A46 74 M 4 tardia -
A54 79 M 2 tardia Hipertension
A66 83 M 4 tardia -
A67 80 M 5 tardia Hipertension
A7l 74 M 6 tardia -
AT73 84 M 4 tardia -

Para la realizacion del estudio comparativo de la respuesta celular de
linfoblastos de pacientes con EA y Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) (apartado 7) se
generaron, adicionalmente, lineas linfoblasticas de 10 pacientes con ELA y 20 nuevas
lineas linfoblasticas de pacientes de EA y donantes controles sin sintomas de demencia
para evitar posibles diferencias con las lineas de nuestro repositorio, sobrevenidas por la
transformacion con diferentes preparaciones del virus de Epstein Barr. El diagndstico de
ELA lo realizo el Dr. Jesus Esteban y el de EA lo llevo a cabo el Dr. Félix Bermejo, asi
como la seleccion de donantes controles. Los pacientes de EA fueron diagnosticados
atendiendo a criterios DSM-III-r (Diagnostic Statistical Manual 111, revisado) con grado
de EA leve, moderada o grave y con puntuaciones MMSE de entre 18-24, entre 10-18, y
menores de 10, respectivamente.

El diagnostico, la seleccion y la extraccion de sangre de todos los enfermos asi
como de todos los individuos controles, se practico en el Servicio de Neurologia del
Hospital Doce de Octubre de Madrid, previa firma del consentimiento informado por
parte de los donantes o de sus familiares, cuando las circunstancias lo requirieron (tabla
X1).

TABLAXI
CONSENTIMIENTO INFORMADO DE CESION DE MUESTRA DE SANGRE

Con la firma del presente documento, acepto que una muestra de mi sangre sea guardada en el banco de muestras de
sangre y tejidos neuroldgicos del Hospital 12 de Octubre” de Madrid. Esta donacion de mi sangre podra ser utilizada ahora o en el
futuro para la investigacién médica (basica, clinica o epidemiolégica) siguiendo la normativa del comité ético de dicho Hospital
(acorde con la legislacion espafiola e internacional al respecto). Esta incluye la confidencialidad (anonimato) de los datos sobre mi
muestra de sangre o tejido.

En el momento que desee puedo retirar tanto este consentimiento como mi muestra de sangre e, incluso, por mi mismo o
por un representante designado por mi puedo conocer la situacion de los estudios que se realicen con la muestra de mi sangre.

Si no manifestara mi deseo de conocer la investigacion no seré informado de la misma a no ser que de ella se derive una
utilidad clara para las enfermedades que yo padezca o mis familiares.

En Madrid, @ ...ccoooveevviienen. de e de 20......
NOMDBIE Bl AONANTE: ...ttt st b ettt ene e
Firma del donante Firma de familiar o testigo
(Exigible en caso de deterioro cognitivo del donante)

Firma del médico o personal entrenado que realiza la extraccién y que garantiza haber explicado los fines y riesgos de la extraccién
de sangre.
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2-. ACTIVIDAD PROLIFERATIVA DE LINFOBLASTOS
PROCEDENTES DE DONANTES CONTROLES Y DE PACIENTES CON EA.

Estas lineas celulares han sido utilizadas previamente en nuestro laboratorio y
caracterizadas funcionalmente. En concreto, se ha descrito una alteracion en la
homeostasis de Ca®* y de H* en las lineas celulares de pacientes de EA (lbarreta y cols.,
1997, 1998; Urcelay y cols., 2001), asi como una respuesta celular diferente de los
controles dependiendo de la disponibilidad de factores troficos. ElI hecho es que, en
presencia de suero, los linfoblastos de EA tienen una mayor tasa de proliferacion celular
que los individuos controles (de las Cuevas y cols., 2003, 2005; Mufioz y cols., 2005,
2008a, 2008b; Sala y cols., 2008) y, en ausencia de factores tréficos, ofrecen mayor
resistencia a la muerte celular (Cuevas y cols., 2005; Bartolomé y cols., 2007). Ambos
procesos son revertidos en presencia de antagonistas de CaM, sugiriendo que la
disfuncion de la cascada de sefializacion dependiente de Ca®*/CaM, juega un papel
relevante en la EA, al menos, a nivel sistémico.

El principal objetivo de esta tesis ha sido estudiar los mecanismos moleculares
implicados en el control de la proliferacién y supervivencia/muerte celular y su

alteracion en la EA.

2.1-. Efecto del suero sobre proliferacion celular.

En la figura 9, se recoge un analisis pormenorizado de la proliferacion
experimentada por los linfoblastos de cada uno de los individuos controles y con EA al
cabo de 72 horas, donde puede observarse que en la mayoria de los casos de pacientes
con EA, la tasa de proliferacion ha sido significativamente mayor que la de los donantes
controles. En esta misma figura, también se muestran los valores promedio de estos

experimentos correspondientes a cada uno de los grupos de individuos.
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Figura 9. Diagrama de dispersion comparativo de la actividad proliferativa de linfoblastos
de individuos controles y de pacientes con EA. Los linfocitos inmortalizados de individuos controles y
pacientes con EA se sembraron a una concentracion inicial de 1 x 10° células x mI™, en medio RPMI con
10% de FBS. Al cabo de 72 horas, se recogieron muestras de cada uno de los individuos para su recuento
en la camara Neubauer. Cada punto de la figura corresponde a un individuo y se recoge el valor medio +
el error estandar de cada grupo (Control y EA). *p<0,001: diferencias estadisticamente significativas.

2.2-. Fosforilacion de la proteina pRb y actividad quinasa del complejo
ciclina E/CDK2.

Trabajos previos de nuestro laboratorio, demostraron la existencia de una
perturbacion en el paso de la fase G; a la fase S del ciclo celular en linfoblastos
procedentes de enfermos de alzhéimer, habiéndose encontrado cambios en el estado de
fosforilacion de las proteinas de la familia de retinoblastoma (pRb, p107, p130) y en la
actividad del factor de transcripcion E2F (de las Cuevas y cols., 2003; Mufioz y cols.,
2005). La funcion de pRb es reprimir la activacion de la familia de factores de
transcripcion E2F, cuyo papel es regular el transito entre las fases G; y S del ciclo
celular. Cuando pRb es fosforilada, disminuye su afinidad por E2F, permitiendo a estos
factores de transcripcion su union a las secuencias de ADN presentes en los promotores
de los genes correspondientes (Luo y cols., 1998). En este trabajo se ha valorado la
actividad quinasa del complejo ciclina E/CDK2 responsable de la fosforilacion de pRb
en linfoblastos controles y de pacientes con EA. La figura 10 muestra, a las 24 horas de
la estimulacion con suero, un aumento en los niveles y en el estado de fosforilacién de
pRb (las formas hipo e hiperfosforilada pueden distinguirse por su movilidad

electroforética) en los linfoblastos de EA en relacion a los controles. De igual forma, la
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actividad kinasa del complejo ciclina E/CDK2 es, considerablemente, més alta en las
células de pacientes de EA (figura 10).
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Figura 10. Estado de fosforilacion de pRb y actividad kinasa del complejo ciclina E/CdK2
en linfoblastos de individuos controles y de EA. Los linfoblastos de individuos controles y de EA se
sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mlI™, durante 24 horas, en medio RPMI 1640, con
10% de FBS. Los niveles de pRb hipo- e hiperfosforilada (pRb y ppRb, respectivamente) se determinaron
mediante western blotting. En la parte superior izquierda de la figura, se muestran experimentos
representativos y debajo se presentan los valores medios + el error estandar de la densitometria de las
bandas normalizadas con B-actina, correspondiente a 4 experimentos distintos. La medida de la actividad
kinasa de ciclina E/CDK2 se realiz6 inmunoprecipitando los extractos celulares con el anticuerpo anti-
ciclina E. Después, se cuantifico la actividad kinasa utilizando como sustrato la proteina histona H1. Los
niveles de histona se determinaron mediante la tincion de los geles de electroforesis con Coomassie. En la
parte superior derecha de la figura, se muestra un experimento representativo mientras que, en la parte
inferior, se presenta el analisis densitométrico. Los resultados son la media * el error estdndar de 4
experimentos. *p<0,05: respecto a las células controles.
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2.3-. Expresion de proteinas reguladoras del transito de G; a S del ciclo
celular.

A pesar de este aumento inducido por suero en la actividad kinasa de ciclina
E/CDK2 y en la fosforilacion de pRb en las células de EA, la figura 11 demuestra que
no existen diferencias significativas en el contenido celular de CDK2 y de ciclina E
entre los dos grupos. Dado que la actividad de las CDKs depende también de la
presencia de proteinas inhibidoras (CDKIs), se analizaron las posibles diferencias en los
niveles de expresion de p21°P (p21) y p27<% (p27), que pudieran explicar los cambios
en la fosforilaciéon de pRb en los linfoblastos de pacientes de EA. La figura 11 confirma
resultados previos de nuestro laboratorio al mostrar una disminucion considerable en los

niveles de p27 en las células procedentes de enfermos de alzhéimer (de las Cuevas y
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cols., 2003; Mufioz y cols., 2005, 2008a). Al mismo tiempo, la figura 11, amplia estos
resultados, ya que, también, se observa menor contenido de la proteina p21 en las

células derivadas de los pacientes.
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Figura 11. Niveles de expresion de las proteinas ciclina E, CdK2, p21 y p27 en linfoblastos
de individuos controles y de EA. A. Los linfoblastos de individuos controles y de EA, se sembraron a
una concentracion de 1 x 10° células x ml™, en medio RPMI 1640 con 10% de FBS. Tras 24 horas, las
células se recogieron para hacer extractos para western blotting y medir asi los niveles de expresion de
cada una de las proteinas. A la izquierda de la figura se muestran experimentos representativos de los
niveles de expresion de ciclina E, CDK2, p21y p27 y, en la derecha, se muestra el analisis densitométrico
de las bandas. Los resultados son la media + el error estdndar de 4 a 6 experimentos. *p<0,05: respecto a
las células controles.
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2.4-. Regulacion del contenido celular de p21y p27.

La regulacion del contenido celular de los CDKIs, p21 y p27, se realiza por
diversos mecanismos, bien controlando su expresion (el-Deiry y cols., 1993; Parker y
cols., 1995; Polyak y cols., 1994) o bien su degradacion por el proteasoma o mediante
caspasas (Blagosklonny y cols., 1996; Levkau y cols., 1998; Nakayama y cols., 2001).

Al menos en lo que se refiere a p27, se cree que el mecanismo mas importante
de regulacion de sus niveles celulares es, generalmente, el control de la degradacion
(Nakayama y cols, 2001), por tanto, se ha intentado aqui elucidar si existen diferencias

en la degradacion de p27 y p21 entre los linfoblastos de individuos controles y de EA.

2.4.1-. Determinacion de la vida media de p21 y p27 en linfoblastos
controles y de EA.

Para la determinacion de la vida media de p21 y de p27, las células se incubaron
en presencia del inhibidor de sintesis de proteinas, cicloheximida, con el objetivo de
detener la sintesis de novo y, despues, medir el tiempo de desaparicion de la proteina
preexistente mediante Western Blotting. En linfoblastos humanos, como en otros tipos

celulares (Dash y el-Deiry, 2005), p21 es una proteina con una vida media corta. La

74



resultados

figura 12 muestra como, 2 horas después de inhibir la sintesis de proteinas, los niveles
de p21 se han reducido en mas del 50%. Puede observarse también, que la velocidad de
degradacion de p21 es mayor en los linfoblastos de EA que en los procedentes de
sujetos controles, estimandose la vida media de la proteina en las células de EA en 0,9 £
0,04 horas frente a 1,7 £ 0,12 horas en células controles.
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Figura 12. Vida media de p21, en linfoblastos de individuos controles y de EA. Inicialmente,
las células se sembraron en medio RPMI 1640, con 10% de FBS. Tras 24 horas en cultivo, se afiadieron
20ug/ml de cicloheximida y se recogieron extractos para la deteccion de p21, por western blotting, a los
tiempos indicados en la figura. En la parte superior se muestra un experimento representativo. En la parte
inferior de la figura, se muestran los resultados del analisis de la desaparicion de p21 en funcion del
tiempo de 5 experimentos. La vida media de p21 se estimé en 1,7 £ 0,12 horas y 0,9 + 0,04 horas en
linfoblastos controles y de EA, respectivamente.

La proteina p27 muestra una vida media mucho mas larga (figura 13). De igual
manera y, de acuerdo con resultados previos del laboratorio (Mufioz y cols., 2008a), la
velocidad de degradacion de p27 aumenta en los linfoblastos de EA, de forma que la
vida media de la misma es casi la mitad en células de EA que la de células controles (12
+ 0,4 horas frente a 22 + 1,3 horas).
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Figura 13. Vida media de p27, en linfoblastos de individuos controles y de EA. Inicialmente,
las células se sembraron en medio RPMI 1640, con 10% de FBS. Tras 24 horas en cultivo, se afiadieron
20ug/ml de cicloheximida y se recogieron extractos para la deteccion de p27, por western blotting, a los
tiempos indicados en la figura. En la parte superior se muestra un experimento representativo. En la parte
inferior de la figura, se muestran los resultados del analisis de la desaparicion de p27 en funcion del
tiempo de 5 experimentos. La vida media de p27 se estimd en 22 + 1,3 horas y 12 + 0,4 horas en
linfoblastos controles y de EA, respectivamente.

2.4.2-. Papel de la via ubiquitin-proteasoma en la degradacion de p21 y p27.

Con el objetivo de saber que via esta implicada en la degradacion de p21 y p27,
se determinaron los niveles de estas proteinas mediante western blotting, tras haber
incubado las células, por una parte, con el inhibidor del proteasoma, MG132 y, por otra,
con el inhibidor general de caspasas, z-VAD-fmk.

Como se observa en la figura 14, los niveles de p21 y de p27 solamente
aumentan en presencia de MG132 y no en presencia de z-VAD-fmk, indicando que la
degradacion de estas proteinas se produce en el proteasoma y no a través de la via de las
caspasas (figura 14).
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Figura 14. Efecto de MG132 y z-VAD-fmk, sobre los niveles de expresion de las proteinas
p21y p27 en linfoblastos de pacientes con EA. Las células de EA se incubaron a una concentracion de
1 x 10° células x ml?, durante 24 horas, en medio RPMI 1640, con 10% de FBS, en ausencia 0 en
presencia de 1uM de MG132, y en ausencia o en presencia de 50 uM de z-VAD-fmk. Transcurrido ese
tiempo, se recogieron para hacer extractos y medir por western blotting los niveles de p21 y p27. La parte
superior de la figura muestra experimentos representativos de cada una de las proteinas, mientras que en
la parte inferior, se muestran los valores medios + el error estandar del andlisis densitométrico de cada

una de las proteinas, correspondiente a un nimero de entre 6 y 8 experimentos independientes. *p<0,01 y
**p<0,05: respecto a las células no tratadas.

2.5-. Influencia de la perturbacion de la sefalizacion a través de
Ca’*/Calmodulina (CaM) en la actividad proliferativa de linfoblastos controles y
de enfermos de alzhéimer.

Como ya se ha mencionado, trabajos previos de nuestro laboratorio pusieron de
manifiesto una mayor actividad de la via de sefializacién dependiente de Ca®*/CaM
(Urcelay y cols., 2001; de las Cuevas Yy cols., 2003). En la figura 15, se muestra que el
tratamiento con dos antagonistas de CaM, no relacionados estructuralmente, como son
el CMZ y el W7 inhiben selectivamente el incremento de la proliferacion celular
inducido por suero en linfoblastos de pacientes de EA y no afectan a la tasa basal de
proliferacion de las células controles. Al mismo tiempo, puede apreciarse que los
antagonistas de CaM previenen parcialmente la fosforilacion de pRb en los linfoblastos
de EAy revierten la disminucion de los niveles de p27 (figura 15).
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Figura 15. Efecto del tratamiento con antagonistas de CaM sobre la actividad proliferativa
y contenido celular de p21 y p27. Los linfoblastos de individuos controles y de EA, se sembraron a una
densidad inicial de 1 x 10° células x mI™ y se cultivaron durante 72 horas en medio RPMI con 10% de
FBS, en ausencia y en presencia de calmidazolium (CMZ) 1uM o W7 1uM. El panel A muestra la
actividad proliferativa a las 72 horas de la estimulacion. Los valores ron la media + el error estandar de 6
experimentos distintos. El panel B muestra un experimento representativo de inmunoblotting a las 24
horas de la estimulacion.

3-. ESTUDIO DE LA VULNERABILIDAD CELULAR FRENTE A LA
RETIRADA DE SUERO EN LINFOBLASTOS DE INDIVIDUOS CONTROLES
Y DE PACIENTES CON EA.

3.1-. Mecanismos moleculares implicados en la muerte celular inducida por
la privacion de suero.

De acuerdo con estudios previos realizados en nuestro laboratorio, las células
procedentes de individuos con EA experimentan una mayor resistencia a la muerte
celular inducida por la ausencia de factores troficos (de las Cuevas y cols., 2005;
Bartolomé y cols., 2007). Este hecho ha sido reproducido tal y como se muestra en la
figura 16, donde se midié la supervivencia celular de un grupo de lineas controles y un
grupo de lineas de pacientes con EA, al cabo de 72 horas de privacion de suero. Se
puede comprobar que el porcentaje de supervivencia celular del conjunto de individuos
con EA (90 * 3%), supera la supervivencia celular del conjunto de individuos controles
(60 £ 3%).
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Figura 16. Diagrama de dispersion comparativo entre la supervivencia celular tras la
retirada de suero de linfoblastos de individuos controles y pacientes de EA. Los linfoblastos de
individuos controles y de pacientes de EA se sembraron, inicialmente, a una densidad de 1 x 10° células x
ml™, en medio RPMI sin suero, durante 72 horas. La viabilidad celular se determiné mediante recuento de
células que excluian azul de Tripan. Los valores estan expresados como el porcentaje relativo al nimero
inicial de células a dia 0. *p<0,01: significativamente distinto de las células controles.

Para descartar la posibilidad de que estas diferencias en supervivencia pudieran
ser consecuencia de la mayor actividad proliferativa observada en linfoblastos de
pacientes con EA (figura 9), se determind la tasa de sintesis de ADN midiendo la
incorporacion de BrdU en un grupo y otro de individuos, en presencia de suero o en
presencia de un sustituyente del mismo (serum replacement). Tal y como se esperaba, la
incorporacion de BrdU por las células de pacientes de EA fue significativamente mayor
que la incorporacion por parte de las células controles en presencia de 10% de suero
(figura 17). Sin embargo, cuando las células se incubaron sin el aporte de factores
troficos, no se observaron diferencias en la sintesis de ADN vy, por tanto, en la

proliferacion, entre los individuos controles y los pacientes con EA.
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Figura 17. Respuesta proliferativa de linfoblastos de individuos controles y de pacientes
con EA. Inicialmente, se sembraron linfoblastos de individuos controles y de EA en medio RPMI con
10% de suero en un caso o con el sustituyente de suero (SR) en otro caso, en una placa de 96 pocillos, a
una concentracion de 1 x 10° células x mI™ (1 x 10° células por pocillo). Tras 72 horas, se dio un pulso
durante 4 horas con BrdU 10uM. De esta forma, la sintesis de ADN se midié mediante la incorporacion
de BrdU, siguiendo las instrucciones del fabricante. La proliferacion se expresa como la resta entre la
absorbancia obtenida en las células estimuladas menos la obtenida en los cultivos no estimulados. En la
figura, cada barra representa el valor medio = el error estdndar de 3 experimentos independientes llevados
a cabo por triplicado. *p<0,05: significativamente distinto que las células controles.

Tomados en conjunto, estos resultados apuntan a que el incremento en la
supervivencia celular ante la retirada del suero, es un hecho que distingue a los
linfoblastos de pacientes con EA de los de individuos controles y que no esta
relacionado con su mayor actividad proliferativa.

Partiendo de la observacion de que la retirada de suero indujo muerte celular en
condiciones normales (células controles), fue importante determinar qué mecanismo de
muerte celular (necrosis o apoptosis) estaba implicado en la disminucion de la
viabilidad celular tras la retirada de suero. Para ello, se realizaron una serie de pruebas
encaminadas a descartar una u otra posibilidad de muerte. En primer lugar, se analizo el
contenido celular de ADN en cada una de las fases del ciclo celular mediante citometria
de flujo, tras la retirada de suero, en linfoblastos controles y de pacientes con EA (figura
18A). El anélisis mostré un mayor nimero de células con un contenido de ADN menor
de 2n (nucleos hipodiploides) en las células procedentes de individuos controles. Un
hecho caracteristico de la muerte celular por apoptosis es la fragmentacion del ADN en
los ndcleos de las células que experimentan este tipo de muerte. Por este motivo, en
segundo lugar, se detectd la fragmentacion del ADN mediante la tincién conjunta de

TUNEL, que es especifica para ADN fragmentado y, DAPI, que tifie todos los nucleos
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presentes en la preparacion (figura 18B). Como se observa en el experimento
representativo de la figura, el nimero de células positivas para TUNEL fue mayor en

los cultivos de células controles que en los de células de pacientes con EA.
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Figura 18. Efecto de la retirada de suero sobre la distribucion de células en el ciclo celular
y fragmentacion del ADN de linfoblastos de individuos controles y de pacientes con EA. Panel A: las
células se sembraron a una concentracion inicial de 1 x 10° células x mI™* en medio RPMI sin suero. Tras
96 horas de la retirada de suero, las células se recogieron, se fijaron y, mediante citometria de flujo, se
analizé el ciclo celular tal como se describe en “material y métodos”. Las marcas que aparecen en la
figura muestran la fase sub- Go/G;. Panel B: las células se incubaron con medio sin suero en portaobjetos
con camaras para cultivos con poliornitina, durante 96 horas. Después se visualizaron con el marcaje
TUNEL. Las células con fragmentacion de ADN positiva (nlcleos TUNEL positivos) muestran
fluorescencia verde sobre la tincion con fluoresceina. En la figura se muestran experimentos
representativos. Para identificar los nicleos se utilizé como sefial 4’ 6’-Diamino-2-penylindol (DAPI).

La figura 19 muestra como el tratamiento de las células con un inhibidor general
de caspasas, z-VAD-fmk, previene la muerte celular de los linfoblastos controles a las

72 horas de la retirada de suero.

81



resultados

1.0
08
086
04
0.2

[ control
Hea

Células x mk1 (x 109)

+ 50uM z-VAD-fmk

Figura 19. Efecto protector del inhibidor de caspasas z-VAD-fmk, sobre la apoptosis
inducida por la retirada de suero. Los linfoblastos procedentes de individuos controles y de pacientes
con EA se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x ml™, en medio RPMI sin suero, durante
72 horas, en ausencia o en presencia del inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk 50 uM. La viabilidad
celular fue valorada mediante recuento de las células que excluian azul de Tripan en el microscopio
invertido de contraste de fase. Los valores mostrados son el resultado de la media + el error estandar de 6
experimentos distintos realizados por duplicado. p<0,05: significativamente distinto que las células
controles.

Por dltimo, la figura 20 muestra el efecto de la retirada del suero sobre los
niveles de las proteinas Bcl-2 y Bax, cuyo balance determina la entrada de las células en
apoptosis, en linfoblastos de individuos controles y pacientes con EA. Aparentemente,
la proteina antiapoptotica Bcl-2, aumenta tras la retirada del suero en ambos tipos
celulares. Este aumento es, probablemente, consecuencia de la activacion
transcripcional por el factor NF-xB, ya que éste aumenta también en respuesta a la
privacion de suero (de las Cuevas y cols., 2005). Aunque los niveles de Bcl-2 son méas
bajos en los linfoblastos de EA, la relacion Bcl-2/Bax resulto ser significativamente

mas alta que en los linfoblastos derivados de donantes controles (figura 20).

82



resultados

Tiempo Iras la
privacion de
suen (horas) 0 72 0 72
Bol-2 e — o —

p-actina ——l |— _1
Conirol EA
B 18 P<0,05
J:
g8 12 I Control
§§ 08 Hea
m§ 04
S o
0 72
Tiempo Iras la privacién de suerno
{horas)

Figura 20. Niveles de expresion de las proteinas Bcl-2 y Bax de linfoblastos controles y de
EA. Los linfoblastos controles y de EA se sembraron a una concentracion de 1 x 10° células x mI™ en
medio RPMI sin suero durante 72 horas. Las células se recogieron para hacer extractos para western
blotting a tiempos 0 y 72 horas. La parte superior de la figura muestra algunos experimentos
representativos mientras que la parte inferior muestra el andlisis densitométrico promedio del cociente
Bcl-2/Bax de 8 experimentos diferentes con distintos individuos. p<0,05: significativamente distinto que
las células controles.

En resumen, todos estos resultados (mayor cantidad nucleos hipodiploides,
mayor nimero de células con ADN fragmentado, aumento de la supervivencia celular
en presencia del inhibidor general de caspasas y menor cociente Bcl-2/Bax) obtenidos
en células de sujetos controles, apuntan a que la muerte celular observada en estas

células se produce via apoptosis.

3. 2-. Influencia de la perturbacion en la sefializacion a través de Ca®*/CaM
sobre la muerte celular inducida por la ausencia de factores troéficos.

En trabajos previos del laboratorio, se habia puesto en evidencia la importancia
de Ca?*/CaM en el control de la respuesta celular a la privacion del suero. En concreto,
la mayor supervivencia de los linfoblastos de EA tras la retirada del suero, se asocio a
una regulacion a la baja de la actividad del factor de transcripcion NF-kB (de las
Cuevas y cols., 2005), que podia recuperarse tras la administracion de antagonistas de
CaM, a las células de EA.
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En los resultados que se resumen en la tabla XII, se ha analizado el efecto de
alteraciones en los niveles intra- y extracelulares de Ca®*, asi como de antagonistas de
CaM o inhibidores de CaMKIlI, en la respuesta de los linfoblastos controles o de EA a la
retirada de suero. Puede observarse como el tratamiento de las células con el antagonista
de CaM, CMZ, sensibiliz6 a las células procedentes de EA a la muerte celular inducida
por la ausencia de factores troficos, sin producir cambios en el porcentaje de
supervivencia de las células controles (tabla XII). Los resultados de supervivencia
obtenidos con el inhibidor de CaMKII, KN-62, sugieren que CaMKII mediaria la accion
de CaM sobre la supervivencia celular de los linfoblastos de EA, ya que se observan
valores de supervivencia similares a los obtenidos con el antagonista de CaM. También
se muestra en la tabla XII, que la aplicacién a los cultivos del quelante extracelular de
Ca®*, EGTA, disminuyé significativamente la supervivencia celular de los linfoblastos
procedentes de pacientes con EA y mas levemente, la de los controles, mostrando asi
una dependencia del Ca®* extracelular por parte de los dos grupos de estudio. Sin
embargo, al aplicar a los cultivos un quelante de Ca®* intracelular, BAPTA-AM, se vio
que apenas tuvo consecuencias para la supervivencia de las células procedentes de EA

pero si redujo aun mas la viabilidad de las células de sujetos controles.

TABLA XIl1
IMPLICACION DE LA VIA DE SENALIZACION Ca”*/CALMODULINA EN LA MUERTE
CELULAR INDUCIDA POR LA RETIRADA DE SUERO

Tratamiento CONTROL EA
% de supervivencia celular

- 66+4 95+3°

CMZ 1pM 60+3 61+6"

KN-62 1uM 475 53+7°

EGTA 1mM 48+6 64+5"

BAPTA-AM 2,5uM 52+7 83+5°

Los linfoblastos de sujetos controles y pacientes con Alzheimer, se incubaron en medio RPMI sin suero
durante 72 horas en ausencia o en presencia del antagonista de CaM, Calmidazolium (CMZ), el inhibidor
de CaMKII, KN-62 o los quelantes de calcio, EGTA y BAPTA-AM. Las células se contaron en la camara
Neubauer con el método de exclusién por azul de Tripan para obtener el valor de supervivencia celular.
Los resultados se expresan como porcentaje del nimero de células viables respecto al dia 0 y como valor
medio + error estdndar de seis eerrimentos independientes. Diferencias estadisticas: ®p<0,05, para
linfoblastos de individuos controles; "p<0,05, para linfoblastos de EA no tratados.

Por otra parte, la figura 21 recoge un experimento representativo, en el que se
valoré la influencia del antagonista CMZ sobre los procesos de apoptosis/necrosis en
linfoblastos de individuos controles y de EA privados de suero. Para este fin, se analizd
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por citometria de flujo la externalizacion de fosfatidilserina, caracteristica de las células
en apoptosis, mediante tincion con AnexinaV acoplada con FITC e IP. Puede
observarse que la retirada de suero produjo en las células de individuos controles un
aumento significativo de células apoptéticas (AnexinaV'/IP) y necréticas
(AnexinaV*/IP*) (figura 21, panel superior izquierdo), respecto a las células de
pacientes con EA (figura 21, panel inferior izquierdo). El tratamiento de las células con
CMZ no tuvo efecto sobre los linfoblastos de los sujetos controles (figura 21, panel
superior derecho) pero incremento6 el nimero de células AnexinaV'/IP", correspondiente
a estadios tempranos de apoptosis, en los cultivos de pacientes de EA (figura 21, panel
inferior derecho), confirmando la dependencia de CaM en la supervivencia de los

linfoblastos procedentes de individuos con alzhéimer.
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Figura 21. Influencia de CMZ sobre los procesos de apoptosis y necrosis en linfoblastos
controles y de EA. Tras 72 en cultivo en medio RPMI sin suero y en presencia o en ausencia de CMZ
1uM, las células de linfoblastos controles y de pacientes con EA, se recogieron y se prepararon para el
analisis por citometria de flujo de cada uno de los casos tal y como se describe en el apartado “métodos”.
En la figura, se muestran los resultados representativos de uno de los experimentos de la medida de
células viables (abajo izquierda), apopt6ticas (arriba izquierda) y necrdticas (arriba derecha). Los paneles
de la derecha muestran los resultados en presencia de CMZ.
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4-. ESTUDIO DE LAS VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL
CONTROL DE  SUPERVIVENCIA/MUERTE DE  LINFOBLASTOS
CONTROLES Y DE EA.

4.1-. Implicacion de PI3K/Akt y Erkl1/2 en el control de la actividad

proliferativa.

En muchos tipos de células, los procesos de proliferacion y supervivencia
celular, son controlados por PI3K/Akt y proteinas kinasas activadas por mitogeno
(MAPKSs) que son mediadores en la cascada de sefializacion activada por interacciones
receptor-ligando (Cross y cols., 2000; Brazil y cols., 2002 y Johnson y Lapadat, 2002).
La participacion potencial de estas vias de sefializacion, se analizd, en primer lugar,
determinando el efecto del suero en la activacion de estas cascadas de sefializacion en
linfoblastos controles y de EA. En segundo lugar, se ha analizado el efecto de los
inhibidores farmacoldgicos especificos de estas vias en la respuesta diferencial al suero
de linfoblastos controles y de EA. Por Gltimo, se ha considerado la posibilidad de que
exista una interaccion entre la via de sefializacion dependiente de CaM Yy estas rutas de
supervivencia/muerte celular, en base a trabajos previos de nuestro laboratorio, que
indican que la actividad proliferativa y la vulnerabilidad celular de linfoblastos de
pacientes de EA son sensibles a antagonistas de CaM (Urcelay y cols. 2001; de las
Cuevas y cols., 2003, 2005).

La figura 22 muestra la cinética de activacion de PI3K/Akt y Erk1/2, inducida
por suero. La actividad de la via PI3K/Akt puede determinarse indirectamente
examinando la fosforilacion de la molécula de Akt con anticuerpos fosfo-especificos.
De forma similar, se valora la activacion de Erk1/2. La figura 22A, muestra un aumento
en la fosforilacion de Akt en Ser473 a los 15 minutos de la estimulacion por suero, que
persiste durante al menos, 1 hora. En experimentos posteriores, se pudo demostrar que
la activacion es aln evidente a las 24 de la adicion de suero. Por el contrario, la
fosforilacion de Erk1/2 alcanza un méximo a las dos horas de la estimulacion, y

disminuye, después, hasta los valores basales (figura 22B).
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Figura 22. Activacion por suero de las vias PI3K/Akt y Erk1/2 en linfoblastos de EA. Los
linfoblastos procedentes de pacientes de EA se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mlI™
en RPMI. Tras 24 horas sin suero, se estimularon con 10% de FBS y se tomaron alicuotas a los tiempos
indicados en la figura para la determinacion de la activaciéon de Akt y Erk1/2. Los niveles de activacion
de estas proteinas se midieron por western blotting utilizando anticuerpos fosfo-especificos ( anti fosfo-
Akt (serd73) y anti fosfo-Erk1/2 (thr202/tyr204)). Las mismas membranas se utilizaron para medir los
niveles totales de Akt y de Erk1/2. La figura muestra sendos experimentos representativos.

La figura 23 muestra que aunque la adiccién de suero produce un aumento en la
fosforilacion de Akt en linfoblastos controles y de EA, el efecto es considerablemente

mayor en las células de pacientes de EA.
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Figura 23. Activacion de la via PI3K/Akt en linfoblastos de individuos controles y de
pacientes con EA. Los linfoblastos de individuos controles y de pacientes con EA se sembraron a una
densidad inicial de 1 x 10° x mI™ en RPMI. Tras 24 horas sin suero, se estimularon con 10% de FBS
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durante 15 minutos. Panel A: western blotting de fosfo-Akt (ser473) y Akt total, antes y después de la
estimulacion con suero. Panel B: se muestran los valores medios * el error estandar de 8 experimentos
independientes. *p<0,05: significativamente distinto.

La figura 24 muestra también la mayor activacion de Erk1/2, inducida por el

suero, en los linfoblastos de pacientes de EA.
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Figura 24. Activacion de la via de sefializacion Erk1/2 por suero en linfoblastos controles y
de pacientes con EA. Los linfoblastos de controles y de pacientes con EA se sembraron a una densidad
inicial de 1 x 10° células x mI™* en medio RPMI sin suero, durante 24 horas. Pasado este tiempo, se
tomaron alicuotas, se estimularon con 10% de suero durante 2 horas y se recogieron las células restantes
para medir la activacién de Erk1/2 segun se ha descrito en la figura 22. En el panel A, se muestra un
experimento representativo y, en B, se muestra la representacion grafica de los valores medios + el error
estandar del analisis densitométrico normalizado de las bandas de 5 experimentos independientes.

A pesar de que las dos rutas de sefalizacion, PI3K/Akt y Erk1/2, son activadas
por suero en linfoblastos controles y de EA, solamente la inhibicidn de PI3K/AKkt por su
inhibidor especifico Ly294002 (Vlahos y cols., 1994) condujo a una inhibicion acusada
de proliferacién (tabla XI11I). Sin embargo, la inhibicion de Erks, mediada por PD98059,
inhibidor de MEK1/2, que fosforila a Erk1/2 (Dudley y cols., 1995), y la inhibicién de
p38 por SB202190 (Frantz y cols., 1998) no produjo disminucién alguna en el
crecimiento celular. Destaca de estos resultados la inhibicion selectiva del antagonista
de CaM, CMZ, sobre la proliferacion celular en las células de pacientes de EA. La
administracion conjunta de CMZ y Ly294002 no tuvo efectos aditivos en los
linfoblastos de pacientes. Este hecho, junto con la observacion de que el antagonista de

CaM no inhibe la proliferacion de linfoblastos controles, sugiere que esta proteina
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pudiera activar la via PI3K/Akt en linfoblastos de EA. En otras palabras, en los
linfoblastos de EA podria haberse rebasado un umbral de actividad en la cascada de

sefializacion dependiente de Ca®*/CaM que permite la activacion de PI3K/AKkt.

~ TABLAXIII , ,
INFLUENCIA DE DISTINTAS ViAS DE SENALIZACION EN LA PROLIFERACION
CELULAR DE LINFOBLASTOS CONTROLES Y DE PACIENTES CON EA

Tratamiento % de inhibicién de la proliferacion celular
CONTROL EA
+10% FBS - -
20uM Ly294002 3543 41+5
20uM PD98059 244 815
20mM Sb202190 1+5 7£3
1puM CMZ 442 30£3*
1uM CMZ + 20uM Ly294002 3344 365

Los linfoblastos de individuos controles y de pacientes con Alzheimer, se incubaron en medio RPMI con
10% suero, durante 72 horas. El recuento de células se realiz6 en un hemocitémetro, usando como
colorante vital azul de Tripan. Los resultados se expresan como porcentaje del nimero de célulasadia 0y
como valor medio + error estandar de 6 experimentos. *: p<0,05, respecto a los linfoblastos de individuos
controles.

La figura 25 muestra, como comprobacion, que la actividad de Akt y Erk1/2
disminuye, efectivamente, con las concentraciones utilizadas del correspondiente
inhibidor, aun cuando so6lo se observan cambios en la actividad proliferativa en
presencia de Ly294002. Por otra parte, en la figura 25, puede también apreciarse que, en
ningun caso, los niveles totales de Akt y Erk1/2, varian por la presencia de Ly294002 o
PD98059.
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Figura 25. Efectos de Ly294002 y PD98059 sobre la actividad de PI3K/Akt y ERK1/2 en
linfoblastos de pacientes con EA. Las células procedentes de pacientes de EA, se sembraron a una
densidad inicial de 1 x 10° células x ml™, privadas de suero, y se preincubaron durante 30 minutos en
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presencia de Ly294002 20uM o de PD98059 20uM. Después, se estimularon con 10% suero. Tras 24
horas de estimulacion, se recogieron las células para hacer extractos para western blotting. En la figura, se
muestran inmunoblots representativos en los que se observa la inhibicién de fosfo-Akt por Ly294002 y de
fosfo-Erk1/2 por PD98059.

La mayor actividad de PI3K/Akt en linfoblastos de EA, parece estar
directamente relacionada con el aumento en la degradacion de p27. La figura 26
muestra como la cinética de cambios en la actividad de PI3K/Akt por Ly294002 se
corresponde con el aumento de p27. Estos resultados estan de acuerdo con trabajos
previos que demostraron que la fosforilacion de p27 en ciertos residuos por PI3K/AKkt,
facilita la degradacion de p27 en el proteasoma (Nakayama y cols., 2001). Sin embargo,
como se observa en la figura 26, la inhibicion de PI3K/Akt por Ly294002, no da lugar a
un aumento en los niveles de p21. Este resultado sugiere que la degradacion de p21 no
depende de la actividad de PI3K/AKkt, si bien no puede descartarse que los efectos de
PI3K/Akt sobre la transcripcion de p21 (Oh y cols., 2002; Gao y cols., 2004; Liang y
cols., 2003) impidan observar la acumulacion de la proteina en estas condiciones

experimentales.

Tiempo lras la
administracion de
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Figura 26. Cinética de los cambios inducidos por la inhibicién de PI3K/Akt en la
fosforilacion de Akt y niveles celulares de p21 y p27. Los linfoblastos procedentes de pacientes de EA
se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° x mlI* en RPMI con 10% de suero en presencia de
Ly294002 20uM. A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas de los cultivos para el analisis y
visualizacion de PI3K/Akt activa y total, p21 y p27 por western blotting. En la figura se muestra un
experimento representativo.
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4.2-. Estudio de las vias de sefializacion que controlan la respuesta celular a
la privacion de suero.

La figura 27A muestra el efecto CMZ, Ly294002, PD98059 y SB202190,
inhibidor de p38 (Frantz y cols., 1998) en el porcentaje de células que sobreviven a la
retirada de suero. El tratamiento de las células control con PD98059, inhibidor de
Erk1/2, previene a los linfoblastos de la muerte celular inducida por la privacion de
suero, sin observarse este efecto en los casos en que se afiadieron Ly294002 o
SB202190. La inhibicion de Erk1/2 no produjo efecto alguno en las células procedentes
de pacientes de alzhéimer pero bloque6 los efectos de CMZ de inducir apoptosis en
estas células (figura 19A). La figura 27B muestra que las concentraciones utilizadas de
los distintos compuestos, fueron efectivas para inhibir la quinasa correspondiente. Estos
resultados sugieren que la cascada de sefializacion de Erk1/2 esta involucrada en la
letalidad que se observa en las células controles cuando se retira el suero y que este
mecanismo esté alterado de forma dependiente de Ca®*/CaM en las células de EA.
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Figura 27. Efecto de inhibidores de quinasas y de calmidazolium en la viabilidad celular
ante la retirada de suero en linfoblastos controles y de pacientes con EA. Los linfoblastos de sujetos
controles y de pacientes con EA se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mI™* en medio
RPMI sin suero, en ausencia o en presencia de CMZ 1uM, PD98059 20uM, Ly294002 20uM y
SB202190 10uM. Panel A: medida de la viabilidad celular por reduccion del MTT y mediante recuento
de células por exclusion de Azul Tripan en la camara Neubauer. Se llevaron a cabo entre 3 y 9
experimentos independientes por duplicado. En la figura se muestran los valores medios + el error
estandar de los mismos y estdn expresados como porcentaje respecto a los controles no tratados.
*p<0,001 y **p<0,05, son significativamente distintos de las células control sin inhibidores; +p<0,001 es
significativamente distinto de las células controles y 1p<0,01, es significativamente distinto de las células
de EA no tratadas. Panel B: western blots representativos mostrando la especificidad de cada inhibidor
sobre su proteina diana.
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4.2.1-. Efecto de la retirada de suero en la activacion de Erk1/2.

La figura 28 muestra que la retirada de suero produce un incremento notable en
la fosforilacion de Erk1/2 a lo largo del tiempo en linfoblastos de individuos controles y
de EA. Esta activacion sostenida contrasta con la estimulacion transitoria de Erk1/2
inducida por la presencia de suero (figura 22B). No obstante, es un hecho conocido que
la duracién y la magnitud de la activacion de Erk1/2 puede producir distintos efectos en
el mismo tipo de células (Traverse y cols., 1992; Marshall, 1995; Pouysségur y cols.,
2002). La figura 28 muestra que la estimulacion de Erk1/2 producida tras la retirada de

suero es significativamente menor en linfoblastos de pacientes de alzhéimer.
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Figura 28. Activacion de Erkl1/2 a lo largo del tiempo tras la retirada de suero en
linfoblastos de individuos controles y de pacientes con EA. Los linfoblastos de individuos controles y
de pacientes con EA, se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mI™, en ausencia de suero y
durante 96 horas. A los tiempos indicados en la figura se tomaron alicuotas de los cultivos para el analisis
por western blotting de Erk1/2 activada y total. El panel A, muestra un experimento representativo de la
activacion de Erk1/2 en control y Alzheimer a lo largo del tiempo, mientras que, el panel B, muestra la
media + el error estandar del analisis densitométrico de entre 3 y 5 experimentos. p=0,007: diferencias
estadisticamente significativas entre 0 y 96 horas. p=0,02: diferencias estadisticamente significativas
entre control y EA.

Esta menor respuesta de la via de sefializacion a través de Erks en las células de
pacientes, parece protegerlas de la apoptosis que induce la ausencia de factores troficos.

Cuando se tratd a los linfoblastos controles con PD98059, para inhibir la fosforilacion
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de Erk1/2, se impidid la muerte celular (figura 29). Por otra parte, el tratamiento de las
células con CMZ o con el inhibidor de CaMKII, KN62, produjo un incremento en la
fosforilacion de Erk1/2 de las células controles (figura 29). Bajo estas condiciones
experimentales, las células procedentes de pacientes de alzhéimer sufren apoptosis en la
misma medida que las de individuos controles (figura 29). Estas observaciones sugieren
que la mayor actividad de la via Ca?*/CaM en linfoblastos de EA es responsable de la
disminucion de la fosforilacion de Erk1/2 por la privacion de suero, dando lugar a una
activacion sostenida de esta via, de menor intensidad que en linfoblastos controles y que
es compatible con la supervivencia celular en ausencia de suero, al menos, durante 72

horas.
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Figura 29. Efecto de PD98059, CMZ y KN-62 sobre la viabilidad celular y sobre el estado
de activacién de Erk1/2 en linfoblastos controles y de pacientes de EA. Los linfoblastos de individuos
controles y de pacientes con EA se sembraron en medio RPMI sin suero durante 72 horas en ausencia o
en presencia de CMZ 1uM, PD98059 20uM y KN-62 1uM. Pasado este tiempo, se analizo la viabilidad
celular mediante recuento por exclusion de azul de Tripan (parte superior de la figura) y se recogieron las
células para hacer extractos y su posterior analisis mediante western blotting. Se muestra un experimento
representativo de inmunoblotting, donde aparecen los niveles de Erkl1/2 fosforiladas y totales de un
individuo control y un paciente con EA. En la parte inferior, se muestran los valores de supervivencia en
las condiciones indicadas (media * error estandar). *p<0,001: significativamente distintos de las células
control sin drogas y **p<0,05: significativamente distinto de las células de EA no tratadas.

4.2.2-. Papel de la activacion de Erk1/2 en la apoptosis inducida por la
retirada de suero.

Para aportar mas argumentos sobre la implicacion de la via de sefializacion de
Erk1/2 en la supervivencia celular de los linfoblastos de EA, éstos se transfectaron
transitoriamente por nucleofeccion con el vector pPCDNA3 que contenia la forma
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constitutivamente activada de MEKZ1, el activador de Erkl. Al mismo tiempo, se
introdujo el vector vacio como control. A pesar de que la eficacia de la transfeccion no
fue mucho mayor del 20%, el incremento de la expresion de MEKL, en las células
transfectadas, fue suficiente para activar Erk1/2 y sensibilizar a las células procedentes

de pacientes de EA a la muerte celular inducida por la retirada de suero (figura 30).
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Figura 30. La construccidn constitutivamente activa de Mek1, induce muerte celular a los
linfoblastos procedentes de pacientes de Alzheimer, en ausencia de suero. Los linfoblastos de
pacientes de Alzheimer fueron transfectados transitoriamente con el plasmido pcDNA3 vacio o con el
plasmido que contiene la mutante constitutivamente activa de MEK1, tal y como se describe en el
apartado “métodos”. 16 horas después de la nucleofeccion, las células se sembraron en medio RPMI sin
suero a una densidad de 1 x 10° células x ml™, durante 24 horas. Pasado este tiempo, se determiné la
viabilidad celular por exclusién de azul Tripan mediante recuento de células en el microscopio invertido
de contraste de fase. Los resultados son la media de 2 experimentos realizados en lineas celulares
distintas. En el panel B se muestra el anélisis por western blotting de la activacion de Erk1/2 tras valorar
los niveles de fosfo-Erk1/2 y Erk1/2 totales.

4.3-. Contenido celular de CaM en linfoblastos controles y de EA.

Los resultados descritos anteriormente sugieren que los linfoblastos de EA
tienen un mayor contenido y/o actividad de CaM. Por esta razon, se determinaron por
western blotting los niveles celulares de CaM en linfoblastos controles y de EA. Se
pudieron observar niveles significativamente mayores de CaM en las células de
pacientes que en las células de donantes controles (figura 31A). Este aumento en los
niveles de la proteina, pudiera ser consecuencia, al menos en parte, de un aumento en la
expresion genica de CaM. En efecto, el analisis por RT-PCR semicuantitativa de la
expresion del gen CaM3 también mostrd un aumento en la expresién de los linfoblastos
de EA (figura 31B).
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Figura 31. Contenido celular de CaM vy niveles de expresién en linfoblastos controles y de
EA. Los linfoblastos controles y de pacientes con EA se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10°
células x mI* en medio RPMI con 10% de suero durante 72 horas. Pasado este tiempo, las células se
recogieron para extractos para western blotting (panel A) o para la extraccion del ARN total y posterior
RT-PCR (panel B). A: en la parte superior se muestra un experimento representativo de los niveles de
CaM en linfoblastos controles y de EA y, en la parte inferior, se muestran los valores medios + el error
estandar del analisis densitométrico de 5 experimentos independientes. B: En la parte superior se muestra
un experimento representativo de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de un
individuo control y otro con EA a los ciclos indicados en la figura. Debajo, se muestran los valores
medios + el error estandar del andlisis densitométrico de 5 experimentos independientes. *p<0,01 y
**p<0,05: significativamente distinto de las células controles.

Aunque CaM es una proteina codificada por tres genes, localizados en los
cromosomas 2 (2p21.1-p21.3), 14 (14924-31) y 19 (19913.2-13.3), respectivamente,
(Berchtold y cols., 1993), solamente se ha analizado el gen de CaM3, que es el que esta
localizado en el cromosoma 19. En este cromosoma también se encuentra el gen de
ApoE y se ha descrito que la EA de aparicion tardia muestra ligamiento con el alelo g4
de ApoE, en la regién comprendida entre 19g13.1 y 19913.3 (Pericak-Vance y
cols.,1993).

5-.  PROLIFERACION Y SUPERVIVENCIA EN CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA (CMSPS) Y EN LINFOCITOS
B.

Aunque los linfocitos inmortalizados con el virus de Esptein Barr se han
utilizado con frecuencia como modelo experimental en estudios bioldgicos y médicos,
debido a la facilidad de establecer lineas celulares que pueden proliferar

indefinidamente, se consider6 importante determinar que la respuesta al suero (la
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adicién o privacion) no se ve alterada por el proceso de inmortalizacion de linfocitos.
Con este fin, se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de
donantes controles y de pacientes con EA de aparicion tardia y, en algunos casos, se
purificaron magnéticamente linfocitos B, utilizando anti-CD19. Las CMSPs fueron
estimuladas con el mitdgeno especifico de linfocitos B, mitdgeno Pokeweed (PWM) de
tipo lectina y procedente de plantas, durante tres dias. La figura 32A, muestra una
mayor incorporaciéon de BrdU en el ADN de los linfocitos de pacientes con EA que la
observada en individuos controles, sugiriendo un incremento en la tasa de proliferacion
de las células de enfermos de alzhéimer. Este efecto se asocid con una disminucion en
los niveles de p27 coincidiendo con lo observado en linfoblastos de EA (figura 11).
También, se vio una disminucién de los niveles de p27 en linfocitos B de pacientes con

EA, tras la estimulacion con PWM, como se muestra en la figura 32B.
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Figura 32. Proliferacion de CMSPs y niveles de p27 en CMSPs y linfocitos B de individuos
controles y de pacientes con EA estimulados con PWM. Panel A: las CMSPs de individuos controles y
de pacientes con EA extraidas como se describe en “métodos” se mantuvieron en medio RPMI con 10%
de suero durante 3 dias. Al cabo de este tiempo las células se sembraron en medio nuevo a una
concentracion de 1 x 10° células x ml™, en presencia y en ausencia del mitégeno Pokeweed (PWM)
5ug/ml durante 24 horas. La respuesta proliferativa al PWM se determind midiendo la incorporacion de
BrdU tras un pulso de 4 horas. Los resultados son la media de 2 experimentos llevados a cabo por
triplicado. En la izquierda, se muestra un experimento representativo de inmunoblotting mostrando los
niveles de p27 en las CMSPs de cada grupo. Panel B: linfocitos B de 2 individuos controles y 2 pacientes
con EA se aislaron como se describe en “métodos”. Después se sembraron en medio RPMI con 10% de
suero a la concentracion de 1 x 10° células x ml™, en presencia de PWM 5ug/ml. Tras 24 horas de
estimulacién con el mitgeno, se recogieron extractos para western blotting. La figura muestra la medida
de p27 en cada uno de los individuos.
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Por otra parte, en las CMSPs procedentes de enfermos de alzhéimer, también se
ha podido observar mayor activacion de las vias de sefializacion PI3K/Akt y Erk1/2 que

en las células controles. Los resultados aparecen recogidos en la figura 33.
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Figura 33. Activacién de PI3K/Akt y Erk1/2 en CMSPs de individuos controles y de
Pacientes con EA estimulados con PWM. Las CMSPs de individuos controles y de pacientes con EA se
mantuvieron en medio RPMI con 10% de suero durante 3 dias, al cabo de los cuales se sembraron a una
densidad inicial de 1 x 10° células x mlI™, en presencia y en ausencia de PWM 5mg/ml. PI3K/Akt activa y
total se determinaron en extractos celulares tomados a las 24 horas de la estimulacién mientras que
Erk1/2 activa y total fueron determinadas antes y después de 2 horas de la estimulacion con PWM. Se
muestran experimentos representativos.

Asimismo, y como se muestra en la figura 34, los linfocitos B de pacientes con
EA, al igual que las lineas linfoblastoides de EA (figura 16), son mas resistentes a la
muerte celular inducida por la ausencia de suero que las células controles (figura 34).
De igual forma, el tratamiento con el antagonista de CaM, CMZ, restaura la respuesta
normal a la retirada del suero. La figura muestra también la dependencia de Ca®*

extracelular en la respuesta celular (figura 34, tabla XII).
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Figura 34. La retirada de suero induce muerte celular en linfocitos B de individuos
controles y de pacientes con EA: efectos de CMZ y EGTA. Los linfocitos B de 5 individuos controles
y 5 con EA se sembraron a una concentracion inicial de 1 x 10° células x mI™ en medio RPMI sin suero
en ausencia y en presencia de CMZ 1uM o EGTA 1uM. Tras 72 horas se determiné la viabilidad celular
por exclusion de Azul Tripdn mediante recuento de células en el microscopio invertido de contraste de
fase. En la figura se expresa la viabilidad como porcentaje del nimero inicial de células a dia 0. El
andlisis estadistico se determind por ANOVA seguido del test LSD de Fischer para multiples
comparaciones. *p<0,01: significativamente distinto de las células controles. **p<0,01:
significativamente distinto de las células de EA sin CMZ. tp<0,05 y 1p<0,01: significativamente distinto
de sus controles respectivos incubados sin EGTA.

Estos resultados justifican el uso de linfocitos inmortalizados para el estudio de

aspectos moleculares y celulares relevantes para la patologia de la EA.

6. EFECTO DE SIMVASTATINA EN LA RESPUESTA CELULAR A LA
PRESENCIA O AUSENCIA DE SUERO.

En este apartado se describen los resultados de un estudio en el que se ha
considerado la posibilidad de que el efecto beneficioso de las estatinas en la EA
estuviese relacionado con la capacidad de estas drogas de interferir con la maquinaria
del ciclo celular y/o apoptosis.

Esta hipotesis de trabajo se basa en las observaciones que indican que ademas de
inhibir la sintesis de colesterol (figura 35), estas drogas tienen efectos independientes
del metabolismo lipidico. Estos efectos pleiotropicos de las estatinas estan relacionados
con la prevencion de la sintesis de intermediarios isoprenoides, como farnesil
pirofosfato (FPP) y geranil-geranil pirofosfato (GGPP). Estos compuestos modifican
una variedad de proteinas a nivel postransduccional, produciendo cambios importantes

en su actividad o en su localizacién celular. Algunas de las proteinas afectadas son
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quinasas, proteinas G heterotriméricas y algunas GTPasas de pequefio tamafio
molecular, pertenecientes a las familias Ras y Rho (Danesh y cols., 2002, 2003; Danesh
y Kanwar, 2004). Entre los efectos pleiotropicos de las estatinas destacan sus
propiedades anti-inflamatorias, asi como antiproliferativas y proapoptoticas (revisado en
Sassano y Platanias, 2008). Estas caracteristicas confieren a estas drogas un potencial

beneficio para el tratamiento de la EA.

Via del Mevalonato
Acetll-CoA ) HMG-CoA
——ESTATINAS
Mevalonato
Isopentll-PP
Geranll-PP
T =
GGPP
Dolicol
Colesterol Proteinas fameslladas Proteinas geranil-geraniiadas
{Ras, lamininas nucleares, ...) {Rho, Rac, Rab, ...}

Figura 35. Ruta de sintesis del colesterol. Las estatinas actlian sobre la enzima HMG-CoA
reductasa, que cataliza la conversion de HMG-CoA a Mevalonato.

Por esta razdn, se ha estudiado el efecto de una de estas drogas, la simvastatina
(SIM), de naturaleza lipofilica y cuya estructura quimica se muestra en la figura 36, en
la actividad proliferativa en respuesta al suero y en la vulnerabilidad celular frente a la

retirada del suero de linfoblastos controles y de EA.
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Figura 36. Formula y estructura quimica de la Simvastatina.

6.1. Efecto de simvastatina en la proliferacion celular.

6.1.1. Dosis-respuesta.

La figura 37 muestra el analisis a lo largo del tiempo del efecto de dosis
crecientes de simvastatina en la tasa de proliferacién de linfoblastos controles y de
pacientes de EA. Puede observarse que la tasa de proliferacion de los linfoblastos de EA
es significativamente mayor que la de las células control. Estos resultados estan de
acuerdo con observaciones previas de nuestro laboratorio (de las Cuevas y cols., 2003;
Mufioz y cols., 2005, 2008a). El tratamiento con simvastatina produjo una disminucion
significativa del crecimiento celular en linfoblastos controles y de EA, de manera
dependiente de la dosis (figura 37). Sin embargo, es notoria la distinta susceptibilidad
de las células controles o de EA al tratamiento con simvastatina. Mientras que la accién
inhibidora de simvastatina se aprecia a una concentracion de 0,5uM en linfoblastos de
EA (figura 37), se necesita una dosis diez veces superior para observar una disminucion

en el nimero de células controles tras la adicion de suero (figura 37).
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Figura 37. Efecto de concentraciones crecientes de SIM sobre la proliferacién de
linfoblastos controles y de pacientes con EA. Las células de individuos controles (A) y de pacientes con
EA (B) se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mI™* en medio RPMI con 10% de suero
en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de SIM, 0,5, 1, 2,5y 5 uM, durante 72 horas. Cada
24 horas se tomaron muestras de los cultivos para el recuento de células. La figura muestra los valores
medios + el error estandar de 6 experimentos independientes, realizados con individuos diferentes.

Posteriormente, se analizd por citometria de flujo la posibilidad de que el
tratamiento con simvastatina pudiera tener, en estas condiciones experimentales, efectos
citotoxicos o apoptdticos mediante tincion con AnexinaV acoplada con fluoresceina e
IP como marcadores de apoptosis y necrosis respectivamente.

La figura 38 muestra como solamente la concentracion mas alta (5uM) de
simvastatina produce un aumento en el porcentaje de células apoptoticas y necroticas
(figura 38, paneles derechos). Por el contrario, cuando se utiliza una concentracion de
simvastatina de 1uM, suficiente para bloquear el aumento en la actividad proliferativa
en linfoblastos de EA, inducido por el suero, no se produce un aumento significativo de
necrosis 'y apoptosis (figura 38, paneles izquierdo y central inferiores).
Aproximadamente, el 80% de las células permanecen viables a las 72 horas de la

estimulacidn por suero, tanto en presencia como en ausencia de simvastatina.
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Figura 38. Analisis por citometria de flujo del porcentaje de células viables, apoptéticas y
necraticas de linfoblastos controles y de EA tras el tratamiento con SIM. Los linfoblastos controles y
de EA se sembraron a una concentracion de 1 x 10° células x ml™ en medio RPMI con 10% de suero
durante 2 dias en ausencia o en presencia de SIM 1 6 5 uM. Se analiz6 por citometria de flujo la
exposicion de fosfatidilserina al medio extracelular y la exclusion de IP tras el tratamiento con Anexina
V-fluoresceina e IP. En la parte superior de la figura, se muestra un experimento representativo donde
aparecen las células viables (abajo, izquierda) apoptéticas (arriba, izquierda) y necréticas (arriba,
derecha). La parte inferior muestra los valores medios de 5 experimentos realizados con células
procedentes de distintos individuos. *p<0,05: proporcién de células apoptéticas significativamente
distinta comparada con la de los cultivos no tratados.

6.1.2. Efecto de simvastatina sobre la actividad proliferativa de linfoblastos
controles y de EA.

Como aparece reflejado en la figura 39 con la dosis 1uM de simvastatina se
consigue el maximo efecto inhibidor de la proliferacion de las células de EA, sin afectar

a la de los linfoblastos de donantes controles por lo que se utilizd esta concentracion
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para los siguientes experimentos. En la figura 39, se aprecia también que el efecto
antiproliferativo de la simvastatina es dependiente del tiempo de exposicion de los

cultivos a la droga.
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Figura 39. Efecto de SIM sobre la actividad proliferativa mediada por suero en linfoblastos
controles y de EA. Las condiciones experimentales son idénticas a las de la figura 29. Cada 24 horas se
tomaron alicuotas para el recuento de células. El porcentaje de inhibicion del crecimiento celular se
muestra tomando como referencia las células no tratadas (100%). Se muestran los valores medios + el
error estandar de 6-8 experimentos independientes, llevados a cabo con células de individuos diferentes.

6.1.3. El efecto de simvastatina es independiente de los niveles de colesterol.

Con objeto de determinar el papel de los distintos derivados del mevalonato en
la proliferacion de linfoblastos de EA, se comprob6 el efecto conjunto del mevalonato
(MEV), GGPP, FPP o el escualeno (SQ) con simvastatina sobre estas células. En la
figura 40 puede observarse que el MEV fue capaz de revertir la inhibicion, inducida por
simvastatina, de la respuesta proliferativa de linfoblastos de EA. Asimismo, el
tratamiento con GGPP o FPP pero no con SQ, también previene el efecto de
simvastatina. Estos resultados sugieren que esta accion de simvastatina no depende de la

sintesis de colesterol.
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Figura 40. Efecto modulador de SIM sobre la proliferacién celular inducida por suero en
linfoblastos de EA. Los linfoblastos de individuos con EA se sembraron a una concentracion inicial de 1
x 10° células x mI™ en medio RPMI con 10% de suero durante 3 dias en ausencia o en presencia de SIM
1uM s6lo o en combinaciéon con MEV 200uM, GGPP 5uM, FPP 5uM 6 SQ 5uM. La proliferacion
celular se determiné por recuento de células que excluian el Azul Tripan. El porcentaje de proliferacion
celular se muestra tomando como referencia las células no tratadas (100%). En la figura se muestran
valores medios + el error estandar de 4 experimentos realizados con individuos diferentes. *p<0,01:
significativamente distinto de las células no tratadas.

6.1.4. Efecto de simvastatina en la expresioén de proteinas reguladoras del
ciclo celular.

La figura 41 muestra el efecto de simvastatina sobre los niveles y estado de
fosforilacion de pRb en linfoblastos controles y de EA. Puede apreciarse que el
tratamiento con simvastatina no afecta significativamente al estado de fosforilacion de
pRb en las células controles, pero previene parcialmente el aumento de fosforilacion de
la misma, inducido por el suero, en los linfoblastos de EA (figura 41A). En consonancia
con estas observaciones, la figura 41B muestra un aumento en la actividad kinasa del
complejo ciclinae/CDK2 en los linfoblastos de pacientes de EA, que no se produce

cuando se incuban las células en presencia de simvastatina.
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Figura 41. Efecto de SIM sobre el estado de fosforilacion de pRb y la actividad quinasa del
complejo ciclina E/CDK2 en linfoblastos controles y de EA. Los linfoblastos controles y de EA se
sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mI™ en medio RPMI con 10% de suero durante 24
horas en ausencia o en presencia de SIM 1uM. Panel A: Se recogieron células para realizar extractos para
western blotting y determinar los niveles de pRb hipo- e hiperfosforilada (pRb y ppRb). Se muestran
experimentos representativos. Panel B: Se recogieron células para extractos que se inmunoprecipitaron
usando anticuerpo anti-ciclina E y después se midid la actividad quinasa con histona H1 como sustrato.
La histona fosforilada se visualizd mediante autorradiografia y los niveles de H1 se determinaron tifiendo
el gel con Coomassie. En la figura se presenta un experimento representativo y, debajo, el analisis
densitométrico. Los datos mostrados son la media * el error estdndar de 4 experimentos diferentes.
p<0,05: diferencias estadisticamente significativas.

El efecto de simvastatina inhibiendo la actividad de ciclina E/CDK2 no parece
ser consecuencia de cambios en el contenido celular de ciclina E o de CDK2. Como se
puede apreciar en la figura 42 el tratamiento con simvastatina no produjo cambios en la
expresion de estas proteinas tanto en los linfoblastos controles como en los derivados de
pacientes de EA.
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Figura 42. Efecto de SIM sobre los niveles de ciclina E y CDK2 en linfoblastos controles y
de EA. Las células de individuos controles y de EA se sembraron a la concentracion inicial de 1 x 10°
células x mI™ en medio RPMI con 10% de suero durante 24 horas en ausencia o en presencia de SIM
1uM. En la parte superior de la figura se muestran experimentos representativos de las proteinas ciclina E
y CDK2. En la parte inferior, se muestra el analisis densitométrico de las bandas. Los resultados son la
media + el error estandar de 4 a 6 experimentos independientes.

Dado que la actividad de las CDKs depende también de la presencia de proteinas
inhibidoras (CDKIs), se analiz0 si podria haber diferencias en los niveles de expresion
de p21 y p27 tras el tratamiento con simvastatina, que pudieran explicar los cambios en
la actividad del complejo ciclina E/CDK2 y fosforilacion de pRb en los linfoblastos de
EA.

La figura 43 muestra, como era de esperar, una disminucién importante en los
niveles de p21 y de p27 en los linfoblastos de pacientes con EA. El tratamiento con
simvastatina no tuvo consecuencias en las células controles, Sin embargo, en presencia
de simvastatina, los linfoblastos de EA recuperan los niveles normales de p21 y de p27
(figura 43).
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Figura 43. Efecto de SIM sobre los niveles de p21 y p27 en linfoblastos de individuos
controles y pacientes con EA. Las células de individuos controles y de EA se sembraron a la
concentracion inicial de 1 x 10° células x ml™ en medio RPMI con 10% de suero durante 24 horas en
ausencia o en presencia de SIM 1uM. En la parte superior de la figura se muestran experimentos
representativos de las proteinas p21 y p27. En la parte inferior, se muestra el analisis densitométrico de
las bandas. Los resultados son la media * el error estdndar de 6 experimentos independientes. *p<0,05:
respecto a las células no tratadas.
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Un anélisis densitométrico pormenorizado del efecto de simvastatina en el
contenido celular de p21 y p27 en linfoblastos derivados de 8 pacientes distintos se

recoge en la figura 44.
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Figura 44. Analisis pormenorizado del efecto de SIM sobre el contenido celular de p21 y
p27 en linfoblastos de pacientes con EA. Los linfoblastos de pacientes con EA se sembraron a la
concentracion inicial de 1 x 10° células x ml™ en medio RPMI con 10% de suero en ausencia o en
presencia de SIM 1uM. Tras 24 horas en cultivo se recogieron extractos para western blotting. En la
figura se muestran los niveles de p21 y p27 de los linfoblastos no tratados (blanco) y tratados (gris) con
SIM 1uM procedentes de 8 pacientes distintos.
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6.1.5. Regulaciéon de los niveles de p21 y de p27 por simvastatina en los
linfoblastos de EA.

Para evaluar el efecto de simvastatina en el contenido celular de p21 y de p27, se
analizé el efecto de la droga sobre la vida media de estas dos proteinas en los
linfoblastos de EA. En la figura 45, puede observarse que el tratamiento con
simvastatina redujo considerablemente la velocidad de degradacion de p2l. El
contenido celular de B-actina, sin embargo, no se vio afectado por la droga, lo que hace

improbable un efecto de la simvastatina sobre las proteasas celulares.

Tiempo Iras la adicidén de cicloheximida {(horas)
01 3 6 0 1 3 &6

- SiM[ = - | [ —— ]

p p-actina

c =

§ %100 o-SM

a_9 o+ SiM

e

o9 5)

AR

o L]

2 8 o

< =~ 0 2 4 B 8
Tiempo Iras la adicién de
cicloheximida {(horas)

Figura 45. Efecto de SIM sobre la degradacion de la proteina p21 en linfoblastos de
pacientes con EA. Las células procedentes de pacientes con EA se incubaron en medio RPMI con 10%
de suero a una concentracion inicial de 1 x 10° células x mlI™ en ausencia o en presencia de SIM 1uM.
Tras 24 horas, se afiadié cicloheximida 20ug/ml y se recogieron células a los tiempos indicados. Los
niveles de p21 se midieron por western blotting (experimento representativo en la parte superior de la
figura). El descenso de la sefial de p21 se representa en funcion del tiempo tras la adicion de
cicloheximida (parte inferior de la figura). Para calcular la vida media de la proteina, se utilizaron datos
de 5 experimentos diferentes.

De igual forma (figura 46), la simvastatina aumento la vida media de p27 en los
linfoblastos de pacientes de EA, alcanzando los valores proximos a los de las celulas

controles (aproximadamente 22 horas).
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Figura 46. Efecto de SIM sobre la degradacion de la proteina p27 en linfoblastos de
pacientes con EA. Las células procedentes de pacientes con EA se incubaron en medio RPMI con 10%
de suero a una concentracion inicial de 1 x 10° células x mlI™ en ausencia o en presencia de SIM 1uM.
Tras 24 horas, se afiadié cicloheximida 20ug/ml y se recogieron células a los tiempos indicados. Los
niveles de p27 se midieron por western blotting (experimento representativo en la parte superior de la
figura). El descenso de la sefial de p27 se representa en funcion del tiempo tras la adicion de
cicloheximida (parte inferior de la figura). El experimento se realizd 2 veces con diferentes lineas
celulares obteniendo resultados similares en ambos casos.

La figura 47 muestra que en presencia de cicloheximida los niveles de p21 y de
p27 fueron précticamente indetectables. Sin embargo, se pudo apreciar una ligera
acumulacion de p27 en presencia de simvastatina (figura 47). Estos resultados sugieren
que se requiere la sintesis de proteinas de novo para que actle la simvastatina. La figura
muestra también que la simvastatina tiene efectos similares al inhibidor especifico del
proteasoma MG132, y que el tratamiento conjunto de simvastatina y MG132 no
produce efectos aditivos. Por otra parte, el inhibidor de caspasas z-VAD-fmk no previno
el efecto de simvastatina sobre la acumulacion de p21 y de p27 en los linfoblastos de
EA. En conjunto, estos datos sugieren que la simvastatina actGa inhibiendo la

degradacion de p21y de p27 en el proteasoma.
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Figura 47. Efectos de cicloheximida, MG132 y z-VAD-fmk sobre la acumulacién de p21 y
p27 inducida por SIM en linfoblastos de pacientes con EA. La células de pacientes con EA se
incubaron durante 24 horas en medio RPMI con 10% de suero a una concentracién inicial de 1 x 10°
células x mI™* en ausencia o en presencia de SIM 1M s6lo o con cicloheximida 20ug/ml, MG132 1uM o
z-VAD-fmk 50uM. En la figura, se muestra un experimento representativo.

6.1.6. Efecto de simvastatina sobre la activacion de PI3K/Akt.

Tanto el incremento de proliferacion, inducido por el suero, como la
disminucion de los niveles de los CDKI en los linfoblastos de EA requiere la
sobreactivacion de PI3K/Akt (Mufioz y cols., 2008a, 2008b). Por esta razén, se valord
el efecto de simvastatina sobre la fosforilacion de Akt en linfoblastos controles y de EA
tras la estimulacion con suero. En la figura 48, puede observarse que la administracion
de simvastatina no produjo cambios en la activacion de Akt en las células control. Sin
embargo, previno parcialmente la fosforilacion de Akt en los linfoblastos de EA (figura
48).
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Figura 48. Efecto de SIM sobre la activacion de PI3K/Akt en linfoblastos controles y de
pacientes con EA. Los linfoblastos controles y de EA se sembraron a una concentracion inicial de 1 x 10°
células x mI™ en medio RPMI con 10% de suero en ausencia o en presencia de SIM 1M, se tomaron
alicuotas de los cultivos a tiempo 0 y a 24 horas y se realizaron extractos para western blotting. En la
parte superior de la figura se muestra un experimento representativo de la medida de PI3K/Akt activa y
total a los tiempos indicados y en ausencia y presencia de SIM en las células controles y de EA. En la
parte inferior se muestran los valores medios + el error estandar del analisis densitométrico de los
resultados de 7 experimentos independientes.

6.2. Efecto de simvastatina sobre la vulnerabilidad celular a la retirada del
suero.

En estos experimentos, se incubaron los linfoblastos de controles y de pacientes
de EA en ausencia de suero durante 96 horas en ausencia y en presencia de simvastatina
y se valoré la viabilidad celular por recuento directo del nimero de células que excluyen
azul de Tripan. La figura 49 muestra, como era de esperar, una mayor resistencia de los
linfoblastos de pacientes de EA a la retirada del suero. El tratamiento con simvastatina
produjo un ligero aumento en la mortalidad de las células controles, y sensibilizo a los
linfoblastos de pacientes con EA frente a la privacidn de suero, reduciendo la viabilidad

hasta valores similares a los de las células controles (figura 49).
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Figura 49. Efecto de SIM sobre la retirada de suero en linfoblastos controles y de EA. Los
linfoblastos controles y de EA se sembraron a una concentracion inicial de 1 x 10° células x mI™ en medio
RPMI sin suero durante 96 horas en ausencia o en presencia de SIM 1uM y se tomaron alicuotas a los
tiempos indicados para determinar la viabilidad celular. En la figura se muestran los valores medios + el
error estandar de 3 a 5 experimentos independientes.

El efecto de simvastatina induciendo muerte celular en los cultivos de
linfoblastos de EA es también dependiente del efecto de la droga inhibiendo la actividad
del enzima HMG-CoA reductasa ya que, como puede apreciarse en la figura 50, el
efecto de simvastatina desaparece cuando se incuban las células conjuntamente con
MEV.
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Figura 50. Efecto de SIM sobre la supervivencia celular inducida por la retirada del suero
en linfoblastos de EA. Los linfoblastos de individuos con EA se sembraron a una concentracion inicial
de 1 x 10° células x mlI™* en medio RPMI sin suero durante 3 dias en ausencia o en presencia de SIM 1uM
solo o en combinacién con mevalonato (MEV) 200uM o z-VAD-fmk 50uM. La supervivencia celular se
determin6 por recuento de células que excluian el Azul Tripan. En la figura se muestran valores medios +
el error estandar de 7 experimentos realizados con individuos diferentes. *p<0,01: significativamente
distinto del resto de condiciones.
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Por otra parte, el hecho de que el efecto de simvastatina desaparezca en
presencia del inhibidor de caspasas z-VAD-fmk, sugiere que la muerte celular inducida
por la simvastatina ocurre como consecuencia de la activacion de la apoptosis. El
porcentaje de células apoptéticas tras el tratamiento de linfoblastos de EA con
simvastatina se determino por citometria de flujo usando la tincién AnexinaV acoplada
a fluoresceina. La figura 51 muestra que la simvastatina dobla el porcentaje de células
AnexinaV'/IP", sugiriendo que la droga induce una apoptosis temprana, mientras que
solo se observaron cambios pequefios en el nimero de células AnexinaV'/IP",

indicativo de apoptosis tardia/necrosis tras los distintos tratamientos (figura 51).
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Figura 51. Analisis por citometria de flujo del porcentaje de células viables, apoptéticas y
necraticas de linfoblastos de EA tras el tratamiento con SIM, MEV y z-VAD-fmk, en ausencia de
suero. Los linfoblastos de EA se sembraron a una concentracién de 1 x 10° células x ml™ en medio RPMI
sin suero durante 3 dias en ausencia o en presencia de SIM 1uM, z-VAD-fmk 50uM y/o MEV 200uM.
Después, se recogieron y se trataron para analisis por citometria de flujo tal como se describe en
“métodos”, tifiéndose con FITC-AnexinaV (eje de ordenadas) e IP (eje de abscisas). En la parte superior
de la figura, se muestra un experimento representativo donde aparecen las células viables (abajo,
izquierda) apoptoticas (arriba, izquierda) y necréticas (arriba, derecha). La parte inferior muestra los
valores medios de 8 experimentos realizados con células procedentes de distintos individuos. *p<0,02:
significativamente distinto comparado con el resto de condiciones.
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6.2.1. Efecto de simvastatina sobre la actividad de Erk1/2 tras la privacion
de suero.

Como se ha comentado anteriormente, los linfoblastos de pacientes de EA
parecen superar la tendencia natural a la apoptosis inducida por la privacion del suero
regulando a la baja la activacion de Erk1/2 (Bartolomé y cols., 2007). Ademas, el
tratamiento con el inhibidor de Erk1/2, PD98059, no tuvo consecuencias sobre las
células de EA vy, sin embargo, previno parcialmente la activacion de Erk1/2 en células
controles e impidio la muerte celular inducida por la privacion del suero (figuras 27 y
29). Por este motivo, se ha investigado si la administracion de simvastatina es capaz de
modular la actividad de esta cascada de sefializacion. La figura 52 muestra, como era de
esperar, que la estimulacion de Erk1/2 producida tras la retirada de suero es
significativamente menor en linfoblastos de pacientes de alzhéimer. El tratamiento con
simvastatina produjo un incremento en la fosforilacion de Erk1/2 en las células de EA.
En estas condiciones las células de EA sufren apoptosis de forma similar a las células

controles a las 72 de la retirada del suero (figura 52).
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Figura 52. Efecto de SIM sobre la activaciéon de Erk1/2 en ausencia de suero en linfoblastos
controles y de pacientes con EA. Los linfoblastos controles y de EA se sembraron a una concentracion
inicial de 1 x 10° células x mI™ en medio RPMI sin suero en ausencia o en presencia de SIM 1uM. Tras
72 horas, se recogieron las células y se realizaron extractos para western blotting. Arriba se muestra un
experimento representativo. La figura muestra el analisis densitométrico de las bandas realizado en 3-5
experimentos independientes. *p<0,05: diferencias significativas respecto a células controles. **p<0,02:
significativamente distintos de las células de EA no tratadas.
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7. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA RESPUESTA CELULAR DE
LINFOBLASTOS DE PACIENTES DE EA Y DE ESCLEROSIS LATERAL
AMIOTROFICA (ELA).

7.1. Seleccion de pacientes.

Para la realizacion de este estudio se utilizd una cohorte de 10 individuos
diagnosticados de ELA y 20 pacientes con EA asi como 20 individuos controles.

De los 20 pacientes con EA, 7 presentaban EA leve (puntuacion MMSE entre
18-24), 5 EA moderada (MMSE entre 10-18) y 8, presentaban EA grave (MMSE <10).

Las caracteristicas demogréaficas de los donantes de sangre periférica para este

estudio estan recogidas en la Tabla XIV.

TABLA X1V
Caracteristicas demograficas
Control EA ELA
n=20 n=20 n=10
Edad (afios) 71+2 75+2 63+3
Rango de edades (43-82) (59-89) (46-79)
Género (Varén/Mujer) 8/12 9/11 5/5

Control: individuos sin signos de enfermedad neuroldgica; EA: pacientes con diagnostico de probable
EA; ELA: pacientes de esclerosis lateral amiotréfica; n: nimero de pacientes. Los valores son la media +
el error estandar.

Se generaron lineas linfoblastoides segun se ha descrito en el apartado 1.1.

7.2. Actividad proliferativa de linfocitos inmortalizados de pacientes de EA
y de ELA.

En la figura 53 se muestran los datos de la tasa de proliferacion de linfoblastos
de pacientes de EA y de ELA y de donantes controles a las 72 de la estimulacion por
suero. Como era de esperar, y de acuerdo con los trabajos previos de nuestro laboratorio
(de las Cuevas y cols., 2003; Mufioz y cols., 2005, 2008a, 2008b; Sala y cols., 2008),
los linfoblastos de EA mostraron una mayor actividad proliferativa que las células
controles. Por contra, no se observaron diferencias significativas entre los linfoblastos

controles y los derivados de pacientes con ELA.
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Figura 53. Diagrama comparativo de la actividad proliferativa de linfoblastos controles, de
pacientes con EA y de pacientes con ELA. Las células inmortalizadas de individuos controles, con EA
y con ELA, se sembraron a una concentracion inicial de 1 x 10° células x ml™ en medio RPMI con 10%
de suero, durante 72 horas. Cada 24 horas se tomaron alicuotas para recuento de células por exclusion de
Azul Tripan. En la figura se muestran los valores de proliferacion de cada individuo control, con EA y
con ELA, a las 72 horas del inicio del experimento y se representa el valor medio + el error estandar.
*p<0,05: significativamente distinto de las células controles o de pacientes de ELA.

Dado que la edad media de los pacientes de ELA es menor que la de pacientes
de EA, nos pareci6 oportuno comprobar si la actividad proliferativa de los linfoblastos
procedentes de individuos controles se veia afectada por la edad. Sin embargo, como se
muestra en la figura 54 no se observan diferencias significativas entre sujetos menores o

mayores de 70 afios.
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Figura 54. Diagrama comparativo de la actividad proliferativa de individuos controles de
acuerdo con la edad. Los linfoblastos de individuos controles separados por edades (< de 70 afios y > de
70 afios), se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mI™ en medio RPMI con 10% de suero,
durante 72 horas. Pasado este tiempo, se tomaron alicuotas de los cultivos para recuento de la viabilidad
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celular por exclusién de Azul Tripan. En la figura se muestran los valores de proliferacién de cada
individuo asi como el valor medio de cada grupo + el error estandar.

Por otra parte, también se ha podido demostrar, que la tasa de proliferacion de
linfoblastos de EA no depende del grado de progresion de la enfermedad. La figura 55
muestra valores similares para las lineas linfoblasticas de pacientes con EA leve,
moderada o grave (figura 55).
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Figura 55. Actividad proliferativa de linfoblastos con EA respecto a la progresion de la
enfermedad. Los linfoblastos de pacientes con EA, separados por grupos de acuerdo con el grado de
enfermedad (leve, moderada, grave), se sembraron a una densidad inicial de 1 x 10° células x mI™ en
medio RPMI con 10% de suero. Tras 72 horas, se tomaron alicuotas de los cultivos para recuento de la
viabilidad celular por exclusion de Azul Tripan. En la figura se muestran los valores de proliferacion de
cada individuo asi como el valor medio de cada grupo * el error estandar.

En consonancia con la ausencia de diferencias en la actividad proliferativa entre
los linfoblastos de pacientes de ELA y de individuos controles, tampoco se pudieron
observar cambios en los niveles de los inhibidores de CDKs, p21 y p27 (figura 56). La
figura muestra asimismo, que en las mismas condiciones experimentales los linfoblastos

de EA presentan un contenido significativamente menor de p21y p27.
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Figura 56. Niveles de expresion de los CDKIs p21 y p27 en linfoblastos de individuos
controles, de pacientes con EA y de pacientes con ELA. Las células de individuos controles, con EA 'y
con ELA, se sembraron a una concentracion de 1 x 10° células x ml™ en medio RPMI con 10% de suero.
Tras 24 horas en cultivo, se recogieron las células y se trataron para preparar extractos para western
blotting. En la parte superior de la figura se muestran inmunoblots representativos de 3 lineas control, 3
de EA'y 3 de ELA, mostrando los niveles de p21 y p27. Debajo se muestra el analisis densitométrico de
cada una de las proteinas (valores medios + el error estandar). *p<0,05: significativamente distinto de las
células del grupo control.

7.3. Efecto de la privacion de suero en linfoblastos de individuos controles y
pacientes de EAy ELA.

La figura 57 muestra, de acuerdo con observaciones previas (Bartolomé y cols.,
2007) que los linfoblastos derivados de pacientes de EA son mas resistentes a la muerte
celular que induce la retirada del suero, que las células controles. La respuesta celular a
la retirada del suero de los linfoblastos de pacientes de ELA no difiere de la de los
linfoblastos controles. Tanto en el grupo control como en el de pacientes de ELA, se
observa que, aproximadamente, muere un 30% de las células tras 72 horas en ausencia
de FBS, mientras que el porcentaje se reduce a menos del 10% en el grupo de pacientes

de EA (figura 57).

118



resultados

120
S 100- ' a
3
o O Conlrol
2 o)
. ® EA
Z 4 g A ELA
) Ag— o512
S o *p< 0,01
# o)

6911 A

+
0 76+4

Figura 57. Diagrama comparativo de la supervivencia celular por la retirada de suero
entre linfoblastos de individuos controles, de pacientes con EA y de pacientes con ELA. Las células
inmortalizadas de individuos controles, con EA y con ELA, se sembraron a una concentracion inicial de 1
x 10° células x mI™* en medio RPMI sin suero, durante 72 horas. La viabilidad celular se determiné por
recuento de células por exclusion de azul de Tripan y se expresa como porcentaje respecto al nimero de
células al inicio del experimento (100%). En la figura se muestran los valores de supervivencia de cada
individuo control, con EA y con ELA asi como el valor medio de cada grupo + el error estandar. *p<0,01:
significativamente distinto de las células controles o de pacientes de ELA.

7.4. Actividad de PI3K/Akt y Erk1/2 en linfoblastos controles y de pacientes
de EAo0 ELA.

Como ya se ha mencionado, la mayor actividad proliferativa de los linfoblastos
de EA estd asociada con una estimulacion exacerbada de PI3K/Akt, mientras que la
menor vulnerabilidad celular a la retirada del suero parece ser consecuencia de una
regulacion a la baja de la actividad de Erk1/2 (Mufioz y cols 2008a, b; Bartolomé y cols,
2007). De acuerdo con estas observaciones, se puede apreciar en la figura 58 que los
linfoblastos de EA muestran un aumento en el estado de fosforilacion de Akt
significativamente mayor que el que se observa en las células controles o en los

linfoblastos de pacientes de ELA.

119



resultados

— — — — | | — — — | g bl

051 . [ Conlrol

M EA
0.4 Haa

0.3

0.2+

Alt activa/Akt total
{Intensidad relativa)

0.1

HH

Figura 58. Activacion de PI3K/Akt en linfoblastos de individuos controles, de pacientes
con EA y de pacientes con ELA. Los linfoblastos de 4 individuos controles, de 4 con EA y de 4 con
ELA, se sembraron a una concentracion de 1 x 10° células x mI™ en medio RPMI con 10% de suero. Tras
24 horas en cultivo, se recogieron las células y se trataron para preparar extractos para western blotting.
En la parte superior de la figura se muestran los inmunoblots de cada linea control, de EA y de ELA,
mostrando los niveles de PI3K/Akt activa y total tras su incubacion con los anticuerpos correspondientes.
Debajo se muestra el anélisis densitométrico de la proteina para cada grupo (valores medios + el error
estandar). *p<0,05: significativamente distinto de las células del grupo control.

En la figura 59 se ha comparado la actividad de Erk1/2 de linfoblastos controles
y de pacientes de ELA y de EA, tras 72 horas en ausencia de suero. Como era de
esperar, el estado de fosforilacion de Erk1/2 en los linfoblastos de EA, es
significativamente menor que en los controles. Sin embargo, tampoco se observaron
cambios en la actividad de esta cascada de sefializacion en los linfoblastos de pacientes
de ELA (figura 59). En estas condiciones, el porcentaje de muerte celular de los

cultivos de pacientes con ELA es similar al de los controles (figura 57).
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Figura 59. Activacién de Erkl1/2 en ausencia de suero en linfoblastos de individuos
controles, de pacientes con EA y de pacientes con ELA. Los linfoblastos de individuos controles,
de EA y de ELA, se sembraron a una concentracién de 1 x 10° células x ml™* en medio RPMI sin
suero. Tras 72 horas en cultivo, se recogieron las células y se prepararon extractos para western
blotting. En la parte superior de la figura se muestran los inmunoblots de 4 lineas control, de 4 con EA
y de 4 con ELA, mostrando los niveles de Erk1/2 activas y totales. Debajo se muestra el andlisis
densitométrico de las proteinas para cada grupo correspondientes a 8 experimentos independientes con
distintos individuos (valores medios * el error estandar). *p<0,05: significativamente distinto de las
células del grupo control.

En conjunto, estos resultados demuestran que no existen alteraciones en los
mecanismos de control del ciclo celular y apoptosis en la ELA, al menos a nivel
periférico. No se puede descartar, sin embargo que una posible perturbacién de estos
procesos en el SNC pudiera no tener consecuencias sistémicas en la ELA.
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1-. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS LINFOBLASTICAS DE EA.

En este trabajo hemos utilizado como modelo experimental linfocitos obtenidos a
partir de sangre periférica de pacientes de EA y donantes controles, inmortalizados con
el virus de Epstein Barr. Estas células son capaces de proliferar indefinidamente en
cultivo. Las lineas linfoblasticas resultantes expresan marcadores de activacion y
moléculas de adhesién similares a las de células B activadas (Wang y cols., 1990), y por
esta razon se han utilizado con frecuencia como modelo experimental en estudios
bioldgicos y medicos (Gibson y Toral-Barza, 1992; Vanderhoeven y cols., 1999; Cechi
y cols., 1999, 2002; Panetta y cols., 1999; Gomes y cols., 2003; Drexler y cols., 1999;
Beesley y cols., 2006).

La EA vy otras enfermedades neurodegenerativas afectan fundamente al SN, pero
sin embargo, presentan manifestaciones sistémicas. Estas ultimas, aunque tienen menos
relevancia clinica, permiten el estudio de aspectos fisiopatoldgicos relevantes en células
y tejidos extraneurales, facilmente accesibles. Existen numerosas evidencias en la
literatura de la existencia de cambios moleculares, asociados al proceso
neurodegenerativo, en células periféricas de pacientes (Etcheberrigaray y cols., 1994;
Ibarreta y cols., 1998).

En trabajos previos de nuestro laboratorio y de otros, se han utilizado linfocitos y
fibroblastos de pacientes para estudiar la relacién existente entre ciclo celular y
patogénesis de la EA (Nagy y cols., 2002; Tatebayashi y cols., 1995; Urcelay cols.,
2001; de las Cuevas y cols., 2003, 2005; Mufioz y cols.,, 2005, 2008a, 2008b).
Asimismo, también se ha estudiado la diferente vulnerabilidad celular a distintas
situaciones de estrés de células de pacientes de EA y de individuos controles (de las
Cuevas y cols., 2005; Bartolomé y cols., 2007). Los resultados de nuestro laboratorio
desvelaron que los linfoblastos de EA presentan una respuesta anomala a la presencia o
ausencia de suero. Las células de pacientes tienen una mayor capacidad proliferativa (de
las Cuevas y cols., 2003, 2005; Muifioz y cols., 2005, 2008a) y son menos vulnerables a
la apoptosis, inducida por la ausencia de suero. Estas caracteristicas de los linfoblastos

de EA han sido consideradas manifestaciones sistémicas de la enfermedad, pues reflejan
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las alteraciones en el control del ciclo celular y apoptosis que se han detectado en

cerebro.

El objetivo fundamental de este trabajo ha sido el estudio de algunos de los
mecanismos de regulacion de las cascadas de sefializacion celular implicadas en la
mayor respuesta proliferativa y resistencia a la muerte celular de linfoblastos de

pacientes de EA de aparicion tardia.

Nuestros resultados han puesto de manifiesto complejas interacciones entre la ruta
de sefializacién dependiente de Ca**/CaM y las cascadas de sefializacion PI3K/Akt y
Erk1/2, regulando el destino celular dependiendo de la presencia o ausencia de factores

tréficos.

Hemos podido observar diferencias significativas en la activacion de PI3K/AKkt,
entre las células de EA y controles, que resultan en cambios importantes en el contenido
celular de los inhibidores de CDK, p21y p27 y, consecuentemente, en un aumento de la
velocidad de proliferacion. La mayor resistencia a la apoptosis, inducida por la retirada
del suero, parece ser consecuencia de una menor activacion de la via Erk1/2. Ambos

procesos parecen depender del contenido y/o actividad de CaM.

Aunque la utilizacién de lineas linfoblasticas de pacientes de EA resulta muy
conveniente, pues evita la extraccion repetida de muestras de sangre en una poblacion
tan vulnerable como la de ancianos con demencia, consideramos importante validar las
observaciones realizadas en este modelo experimental, comprobando que se producen
alteraciones similares en linfocitos no transformados. Nuestros resultados indican que
en linfocitos de pacientes de EA también se produce una mayor respuesta proliferativa y
resistencia a la apoptosis que en linfocitos controles. Asimismo, pudimos demostrar
cambios en la activacion de Erk1/2, PI3K/Akt y en el contenido celular de p27. Estas
observaciones sugieren que el proceso de transformacion celular no impide la respuesta

celular normal a la presencia o ausencia del suero.
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2-.  MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE LA PROLIFERACION/MUERTE CELULAR DE
LINFOBLASTOS CONTROLES Y DE EA.

2.1-. Alteracion en la actividad proliferativa de linfoblastos de pacientes con
EA.

Trabajos previos de nuestro laboratorio habian puesto de manifiesto alteraciones
en la progresion a través del ciclo celular en linfoblastos de pacientes de EA, afectando
fundamentalmente al transito G4/S (de las Cuevas y cols., 2003). En efecto tanto la
fosforilacion de las proteinas de la familia retinoblastoma (pRb), como la actividad del
factor de transcripcion E2F son mayores en las células de pacientes (de las Cuevas y
cols., 2005; Mufioz y cols., 2005). Cuando pRb se encuentra hipofosforilada forma
complejos inhibitorios con factores de transcripcion de la familia de E2F (Chellappan y
cols., 1991). Tras la fosforilacién de pRb, se libera E2F permitiendo, de este modo, la
transcripcion de genes cuyos productos son necesarios para la progresion del ciclo
celular (Helin, 1998). Nuestros resultados permiten concluir que el aumento de
fosforilacion de pRb es consecuencia de una actividad incrementada del complejo
ciclina E/CDK2 en los linfoblastos de EA. Este complejo puede ser regulado
negativamente por la unién de proteinas reguladoras, llamadas inhibidoras de CDKs
(CDKIs) (Sherr y Roberts, 1995). Se conocen dos familias de CDKIs, INK4 (p16, p15,
pl9 y pl18) y CIP/KIP (p21, p27 y p57). Los inhibidores de la familia CIP/KIP estan
involucrados preferentemente en regular los complejos CDKSs en la transicion entre las
fases G; y S del ciclo celular (Morgan, 1995; Sherr y Roberts, 1995). Nuestros
resultados permiten concluir que el aumento en la actividad de ciclina E/CDK2 que se
observa en las células de pacientes es consecuencia de una regulacion a la baja en las
proteinas p21 y p27. Estas proteinas juegan un papel relevante inhibiendo la
proliferacion celular durante el desarrollo, la diferenciacion celular o la respuesta de la
célula al estrés (Sherr y Roberts, 1999), aunque cada una de ellas puede ejercer
funciones biologicas singulares. Las proteinas de la familia CIP/KIP comparten el
extremo N-terminal, mediante el que se unen a los complejos CDKs, pero difieren en el
resto de la secuencia, sugiriendo mecanismos distintos de regulacion (Besson y cols,
2008). Asi por ejemplo, los niveles de p21 parecen fluctuar mas en respuesta a
situaciones que causan dafios en el material genético (Gartel y Tyner, 1999), mientras

que los niveles de p27 parecen ser mas sensibles a la accion de los mitdgenos (Besson y
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cols., 2006). La regulacion del contenido celular de p21 y p27 ocurre a nivel de
transcripcion y traduccién (Kwon y cols., 1997; Millard y cols., 1997), asi como a
través de cambios en la degradacion de estas proteinas en el ubiquitin-proteasoma
(Pagano y cols., 1995). De todos estos mecanismos, se considera que el que tiene mas
relevancia fisioldgica es la degradacion de p27 en el proteasoma (Shirane y cols., 1999).
La regulacion de los niveles de p21 es compleja, pues aunque mayoritariamente ocurre
a nivel transcripcional, de manera dependiente de p53 (el-Deiry y cols., 1993), o
independiente de esta proteina (Parker y cols., 1995), trabajos recientes han puesto de
manifiesto que el contenido celular de p21 también es regulado controlando su
degradacion. Nuestros resultados demuestran que ambas proteinas tienen una vida
media considerablemente menor en linfoblastos de pacientes de EA que la observada en
células controles. Es interesante destacar que p21 tiene una vida media mucho mas corta
que la de p27 (3 horas vs. 22 horas) en linfocitos controles. Estos resultados estan en
consonancia con los valores descritos para la vida media de p21 en distintos tipos
celulares (Dash y el-Deiry, 2005). En la literatura se ha descrito que la vida media de
p27 oscila entre 2 y 44 horas, aproximadamente, dependiendo del tipo celular y las
condiciones experimentales (Connor y cols., 2003; Vuocolo y cols., 2004).

Nuestros resultados sugieren que la degradacion de p21 y p27 ocurre via
proteasoma, ya que estas proteinas se acumulan en presencia de un inhibidor especifico
del proteasoma como es el MG132 y no en presencia de un inhibidor general de
caspasas. Se han descrito alteraciones en la actividad del proteasoma en cerebros de EA,
aparentemente asociadas con la acumulacion de proteinas con plegamiento defectuoso
(Ding y Keller, 2003). Por otra parte, también se ha descrito que algunos de los
componentes enzimaticos del proteasoma sufren una mayor oxidacion e inactivacion en
cerebros de EA que en individuos controles (Castegna y cols., 2002a, 2002b). Sin
embargo, resultados recientes de nuestro laboratorio (Mufioz y cols., 2008b) permiten
descartar cambios en la actividad global del proteasoma en las células de pacientes de
EA que pudieran dar cuenta de los niveles reducidos de p21 y p27 en linfoblastos de

pacientes de EA.
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2.2-. Respuesta celular a la retirada del suero en linfoblastos de individuos

controles y pacientes con EA.

Nuestros resultados revelan que los linfoblastos de pacientes con EA presentan
una mayor resistencia a la ausencia de suero que los linfoblastos de individuos
controles. Estas observaciones estdn de acuerdo con trabajos previos de nuestro
laboratorio (de las Cuevas y cols., 2005; Bartolomé y cols., 2007). Otros autores
(Morocz y cols., 2002; Uberti y cols., 2002) habian demostrado previamente la
existencia de un dafio selectivo de los mecanismos implicados en la muerte celular, en
células periféricas de pacientes de EA, aunque existen discrepancias acerca de la
vulnerabilidad de las células de pacientes con EA a diferentes agentes causantes de
estrés celular, que pueden deberse a que se han utilizado distintos tipos de células,
fibroblastos, linfocitos B, linfocitos T ¢ linfocitos inmortalizados expuestos a diferentes

condiciones experimentales.

La menor vulnerabilidad de los linfoblastos de EA a la muerte celular inducida
por la retirada del suero, pudiera ser otra manifestacion sistémica de la EA. Resultados
recientes, realizados en ratones transgénicos portadores de la mutante humana del gen
de PS1, causa de EAF, indican que linfocitos o neuronas de estos ratones muestran
idéntica susceptibilidad a la muerte celular inducida por distintos agentes (Eckert y
cols., 2001b). De nuevo, estos resultados resaltan la utilidad de modelos animales y

células periféricas de pacientes para el estudio de la fisiopatologia de la EA.

La muerte celular, inducida por la retirada del suero, ocurre por apoptosis, ya que
es sensible al inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk, y cursa con alteraciones en el
balance de proteinas pro- y anti-apoptoticas. Los linfoblastos de EA mostraron un
aumento en el cociente Bcl-2/Bax, respecto al de linfoblastos controles, en respuesta a
la privacion del suero. Se considera que las proteinas de la familia Bcl-2 juegan un
papel relevante, promoviendo la supervivencia de distintos tipos celulares, frente a una
gran diversidad de estimulos, incluyendo radiacion, ausencia de factores crecimiento y
drogas quimioterapéuticas (Zhong y cols., 1993). La expresion ectopica de Bcl-2
protege a células neuronales de sufrir un proceso apoptético, inducido por A (Luetjens
y cols., 2001). Asimismo, la actividad oncogénica de Bcl-2 en ciertos linfomas se ha
atribuido a su funcion antiapoptética (Vaux y cols., 1988).
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2.3-. Papel de Ca*/CaM en el control de proliferacion/muerte celular en la
EA.

Tanto el control de la actividad proliferativa como la resistencia a la induccion de
apoptosis por la retirada del suero, dependen de Ca®*/CaM. Los dos procesos son
sensibles a antagonistas de CaM. Los iones Ca’* son esenciales en los procesos de
aprendizaje y memoria (Mattson y Chan, 2003) y la perturbacion de la homeostasis
ionica se considera una de las causas de la neurodegeneracion en la EA (LaFerla, 2002).
Trabajos previos de nuestro laboratorio, habian mostrado que también se producen
alteraciones en la homeostasis de Ca** (Ibarreta y cols., 1997) y de H* asociados a
cambios en la actividad proliferativa en los linfoblastos de EA de aparicion tardia
(Urcelay y cols., 2001) y con alteraciones en la actividad transcripcional de E2F y NF-
kB (de las Cuevas y cols., 2005). Alteraciones similares en la homeostasis ionica se han
descrito en linfocitos de pacientes con EAF (Brzyska y Elbaum, 2003) y en modelos
murinos de EA (Eckert y cols, 2001b; Lopez y cols., 2008).

Nuestros resultados muestran que las células de pacientes de EA presentan un
mayor contenido en CaM, Esta proteina es el receptor intracelular mas importante de
Ca®*. Se ha descrito que CaM juega un papel relevante para la supervivencia, tanto de
células neuronales (Egea y cols., 2001; Cheng y cols., 2003), como de células de
linfoma de pollo, (Schmalzigaug y cols., 2001) o de carcinoma de mama (Deb y cols.,
2004). La importancia de la molécula de CaM para la supervivencia de las células de
mamiferos queda reflejada en el hecho de que sea codificada por tres genes en
cromosomas separados (Berchtold y cols., 1993) y que su secuencia se ha conservado
en el proceso evolutivo, siendo idéntica en distintas especies (Toutenhoofd y Sthrehler,
2000). Por otra parte, en la literatura pueden encontrarse evidencias experimentales que
indican la existencia de una relacion lineal entre la concentracion intracelular de CaM y
la capacidad proliferativa (Rasmussen y Means, 1989). Cambios en el contenido total de
CaM pueden hacer que las células, mas o menos dependientes de la presencia de Ca**
en el medio extracelular, puedan proliferar (Kahl y Means, 2003). En ausencia de suero,
las células de pacientes de EA muestran una respuesta exacerbada en los flujos y/o en la
fijacion de Ca®* (Ibarreta y cols., 1997). Nuestros resultados indican que se requiere la
presencia de Ca®* en el medio extracelular y, probablemente, un mayor contenido

celular de CaM, para observar la resistencia de los linfoblastos de EA a la apoptosis
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inducida por la retirada del suero. La adicion de un quelante intracelular de Ca®* como
BAPTA-AM no tuvo consecuencias en la vulnerabilidad de las células controles y de
EA, ante la retirada del suero, aunque no puede descartarse que la capacidad de
tamponamiento del BAPTA-AM se vaya perdiendo a lo largo de la duracion del
experimento (Yao y Tsien, 1997).

Nuestros resultados muestran que dos antagonistas de CaM, no relacionados
estructuralmente, como el W-7 o el CMZ, son capaces de anular el aumento de
proliferacion, inducido por el suero en los linfoblastos de EA. Estos resultados se
acompafian de una inhibicién de fosforilacion de pRb y de un aumento en los niveles de
p27, alcanzando valores similares a los de las células control. Estos resultados estan de
acuerdo con trabajos previos que sugerian que CaM regula el ciclo celular, actuando
preferentemente en el transito G;/S (Chafouleas y cols., 1982; Serratosa y cols., 1988;
Rasmussen y Means, 1987, 1989; de las Cuevas y cols., 2003), aunque CaM también
esta implicada en la regulacion del transito Go/M (Kahl y Means, 2003).

Los antagonistas de CaM no tuvieron efecto alguno sobre la capacidad
proliferativa ni sobre la resistencia celular a la apoptosis de los linfoblastos controles,
aunque su presencia sensibilizo a los linfoblastos de EA a la muerte celular inducida por
la privacion del suero. Estos resultados sugieren que debe haber un umbral de CaM, por
encima del cual, las células adquieren una ventaja proliferativa. Estos resultados estan
de acuerdo con trabajos previos que indicaban un efecto selectivo de antagonistas de
CaM induciendo apoptosis en células tumorales de un carcinoma de mama, sin afectar

las células epiteliales normales de la glandula mamaria (Deb y cols., 2004).

La causa del mayor contenido de CaM en células de pacientes de EA se
desconoce. CaM tiene una vida media larga (18-20 horas) (Ferrington y cols., 1997) y
por tanto, es susceptible de sufrir, de forma espontanea, modificaciones quimicas que
pudieran dificultar su degradacion (Sacksteder y cols., 2006). Es interesante resaltar que
un aumento en los niveles de CaM es una caracteristica de las células tumorales
(Zendegui y cols., 1984; Ye y cols., 1997; Deb y cols., 2004). Los linfoblastos de EA, al
igual que las células tumorales, tienen una mayor actividad proliferativa y resistencia a

la apoptosis.
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2.4-. Interaccion de la via Ca®*/CaM con las cascadas de sefializacion
intracelular PI3K/Akt y MAPK.

La potencial participacion de las distintas rutas de sefializacion y su interaccion
con Ca*/CaM en la respuesta de las células controles y de EA en ausencia y en
presencia de suero se estudio mediante el uso de inhibidores farmacolégicos
especificos. Nuestros resultados mostraron, que en presencia de suero, solamente el
antagonista de CaM, CMZ, y el inhibidor de PI3K/Akt, Ly294002 fueron capaces de
revertir la estimulacion de proliferacion de los linfoblastos de EA. La administracion
conjunta de ambos compuestos no tuvo efectos aditivos. Los inhibidores de MAP
kinasas (Erk1/2 y p38), no tuvieron, por el contrario, efecto alguno sobre proliferacion
celular. Una diferencia importante entre el CMZ y el Ly294002 es que este Gltimo
compuesto, también inhibe la proliferacion de células controles. Este hecho sugiere que
el antagonista de CaM pudiera prevenir la sobreactivacion de la ruta PI3K/Akt en
linfoblastos de EA. En ausencia de suero, sin embargo, la inhibicién de la actividad de
Erk1/2, pero no la de PI3K/Akt, protege a las células controles de la apoptosis que
induce la privacion del suero. El inhibidor de Erk1/2 no afecta a la tasa de supervivencia
de los linfoblastos de EA, pero impide el efecto de los antagonistas de CaM,
sensibilizando a los linfoblastos de EA a la ausencia de factores troficos. Estas
observaciones sugieren un papel central para Ca**/CaM regulando la actividad de las
vias de sefializacion PI3K/Akt y Erk1/2 en funcién de la disponibilidad de suero y

controlando a través de ellas, el destino celular: supervivencia/muerte.

La interaccion de Ca®*/CaM con la cascada de sefializacion PI3K/Akt controla la
progresion de las células de EA a través del ciclo de division celular, regulando a la baja
los niveles celulares del CDKI, p27. En trabajos recientes de nuestro laboratorio, se ha
podido demostrar la participacién de esta via estimulando la degradacién de p27 en el
proteasoma en linfoblastos de EA (Mufioz y cols., 2008a). La mayor actividad de
PI3K/Akt en linfoblastos de EA da lugar a un aumento en la fosforilacion de p27 en el
residuo Thr187, tras lo cual, la proteina es reconocida por la proteina Skp2 del complejo
SCF para ser ubiquitinada y, posteriormente, degradada por el proteasoma (Dick y cols.,
1997). Tanto la adicién de antagonistas de CaM como la inhibicion de PI3K/Akt por
Ly294002, restauran los niveles de fosforilacion de p27 y el contenido celular de p27 a
valores similares a los encontrados en linfoblastos de donantes controles (Mufioz y

cols., 2008a). Por otra parte, también se pudo demostrar una alteracién en la
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localizacion subcelular de p27 en los linfoblastos de EA (Mufioz y cols., 2008b).
Nuestros resultados también indican una mayor degradacion de p21 en los linfoblastos
de pacientes de EA, que resulta en una disminucién en el contenido celular de p21 en
las células de pacientes de EA tras la estimulacion con suero. En este caso, no parece
probable la implicacion de PI3K/AKt, ya que no pudimos observar acumulacion de p21
tras la inhibicion de esta via por Ly294002. Estos resultados estan de acuerdo con
trabajos previos realizados por Fukuchi y cols. y Rassig y cols., en una linea mieloide y
en células de corddon umbilical, respectivamente, en los que observaron que la
activacion de PI13K/Akt aumenta la estabilizacion de p21 (Fukuchi y cols., 2000; Réssig
y cols., 2002). Por otro lado, se ha descrito que la molécula de CaM puede regular la
funcién inhibidora de CDK, mediante su unién a p21 en un sitio cercano a la sefial de
localizacion nuclear, facilitando su translocacion al nacleo (Agell y cols., 2006), pero se
desconoce si tiene algun efecto sobre el contenido celular total de p21. No puede
descartarse que la fosforilacion de p21 en ciertos residuos por kinasas dependientes de

Ca®*/CaM pudiera jugar algin papel en el control de la degradacion de p21.

En la literatura se ha descrito un papel de la via Ca’*/CaM en la activacion de
PI3K/AKkt en diversos tipos celulares (Pérez-Garcia y cols., 2004; Cheng y cols., 2003).
PI3K cataliza la reaccion que genera fosfatidil inositol 3-4 bifosfato (PIP,) e inositol
3,4,5 trifosfato (PIP3). PIP, y PIP3 se unen a los dominios plecstrina de algunas
proteinas como es el caso de Akt (Downes y cols., 2005; Wymann y Marone, 2005). La
unién de los fosfolipidos a la molécula de Akt facilita su traslado a la membrana
plasmética donde es fosforilada y activada por PDK1 y PDK2 en los residuos Thr 308 y
Ser 473, respectivamente (Song y cols., 2005). En neuronas, se ha descrito que CaM es
capaz de regular la activacion de Akt por PI3K. Tanto la activacién de Akt como la
supervivencia neuronal depende de Ca”**/CaM, ya que se observé que los antagonistas
de CaM previenen la activacion de Akt inhibiendo la generacion de PIP, y PIP; (Egea y
cols., 2001). CaM es capaz de asociarse al dominio SH2 de la subunidad reguladora de
85 KDa de PI3K (Joyal y cols., 1997; Pérez-Garcia y cols., 2004). Ademas, la
subunidad catalitica de PI3K, la proteina p110, también tiene en su secuencia un sitio de
unién para CaM (Fischer y cols., 1998). Ademas de prevenir la activacion de Akt, (Egea
y cols., 2001; Shin y cols., 2002), los antagonistas de CaM son capaces de restaurar la
actividad transcripcional de la familia de factores de transcripcion FOX en células

PTEN-/- (Kau y cols., 2003). Por otra parte, la CaM podria activar directamente a Akt,
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pues se ha descrito que estas dos proteinas son capaces de formar complejos in vitro
(Deb y cols., 2004). Recientemente, se ha demostrado que esta union facilita la
translocacion de Akt a la membrana plasmatica (Coticchia y cols., 2008). Ademas, Akt
es fosforilada directamente por CaMKK, de manera dependiente de Ca®* (Yano y cols.,
1998). Se desconoce cual de estos mecanismos predomina en linfocitos humanos,
aunque recientemente hemos podido demostrar con experimentos de co-
inmunoprecipitacion la formacion de complejos CaM-p85 de manera dependiente de
Ca** (Mufioz y cols., 2008b).

La cascada de sefializacion Erk1/2 parece jugar un papel esencial regulando la
supervivencia de linfocitos humanos de forma Ca®*/CaM dependiente. Esta aseveracion
se basa en las siguientes observaciones: en primer, lugar la inhibicion de la actividad de
Erk1/2 protege a los linfoblastos derivados de donantes controles de la apoptosis
inducida por la retirada del suero; en segundo lugar, previene el efecto de los

antagonistas de CaM sensibilizando a los linfoblastos de EA a la privacion del suero.

Es un hecho conocido que tanto la cinética como la duracion de la activacion de
Erk1/2 determinan la naturaleza de la respuesta celular (Yano y cols., 1998; Egea y
cols., 2001; Cheng y cols., 2003). Asi, por ejemplo, nosotros encontramos un aumento
transitorio de la fosforilacion de Erk1/2 de mayor magnitud en los linfoblastos de EA en
presencia de suero, mientras que la privacion de suero, da lugar a una estimulacion
sostenida de Erk1/2, que se mantiene al menos durante los tres dias de duracion del
experimento. En este caso, la activacion estd considerablemente disminuida en los
linfoblastos de pacientes de EA. Estos resultados estan de acuerdo con trabajos previos
en los que se muestra que una activacion persistente de Erk1/2, se asocia con arresto del
ciclo celular e induccion de apoptosis en distintos tipos celulares (Kim y cols., 1998;
Pérez-Sala y cols., 1995; Zhu y cols., 2002). Tanto la activacién transitoria como
sostenida de Erk1/2 en respuesta a la presencia o ausencia de suero, son sensibles a la
presencia de antagonistas de CaM o a la del inhibidor de CaMKII, KN-62. En ausencia
de suero, el aumento en el contenido y/o actividad de CaM produce una regulacion a la
baja de Erk1/2 en linfoblastos de EA. Los antagonistas de CaM restauran la actividad de
la via Erk1/2 hasta niveles similares a los de las células controles e inducen apoptosis en
los linfoblastos de EA. Este efecto es impedido en presencia del inhibidor especifico de
Erkl1/2, PD98059. Estas observaciones sugieren que las cascadas de sefializacion
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Ca’*/CaM y Erk1/2 interaccionan y regulan de forma coordinada la respuesta celular en

funcién de la disponibilidad de factores troficos.

Interacciones entre estas dos rutas de sefializacion, Erk1/2 y Ca?*/CaM se han
descrito previamente en numerosos tipos celulares. Por ejemplo, se ha descrito que la
inhibicién farmacoldgica de CaM disminuye la activacion de MEK inducida por EGF
(Derkinderen y cols, 1999), o que la CaMKII modula la estimulacién de Erk1/2 por
integrinas en células de tiroides TAD-2 (lllario y cols., 2003). También se ha descrito
que Ca”**/CaM inhibe la fosforilacién y activacion de Erkl1/2 en las células 3T3
(Knowles y cols., 1999). Se deduce de estas observaciones que la sefializacion a través
de Ca®*/CaM puede producir respuestas opuestas, dependiendo del estatus y tipo
celular.

Se han propuesto diversos mecanismos por los cuales puede producirse la
modulacién de Erk1/2 por Ca’*/CaM. En células de tiroides, CaMKII se asocia y
fosforila a la proteina Raf-1, contribuyendo de ese modo a la activacion de Erk1/2
(McShea y cols., 1999). Por otro lado, se ha descrito que CaM regula negativamente la
sefializacion a través de Ras/Raf/MEKI/Erk en fibroblastos (Wei y cols., 2002). También
en neuronas, se ha propuesto un papel regulador de CaM de la actividad de KRas.
Aparentemente, CaM se une al extremo carboxilo terminal que ancla KRas a la
membrana plasmatica, facilitando la redistribucion de la actividad intracelular de la
cascada KRas/MAPK (Fivaz y Meyer, 2005). In vitro, se ha podido demostrar una
activacion de synGAP por CaMKII (Pei y cols., 2002). SynGAP es una proteina
GTPasa que es capaz de inhibir Erk1/2 en células neuronales (Zhao y cols., 2002).
Elucidar si alguno de estos mecanismos esta alterado en linfoblastos de pacientes de EA

requiere una investigacion futura.

2.5-. Alteraciones en las vias de sefializacion PI3K/Akt y Erk1/2 en el SN de
pacientes de EA.

Los resultados obtenidos en células extraneurales de pacientes de EA no son
directamente extrapolables a lo que sucede en el cerebro. Sin embargo, es interesante
destacar que alteraciones similares a las descritas en linfoblastos se han detectado en
cerebros de pacientes de EA. Asi por ejemplo, se han relacionado alteraciones en la

cascada de sefializacion PI3K/Akt con AP, los ovillos neurofibrilares y con la perdida
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neuronal en EA (Stein y cols., 2002). Se ha detectado un incremento de Akt fosforilada
en Serd73 en neuronas de la corteza temporal de EA (Rickle y cols., 2004). La
sobreactivacion de Akt en cerebros de pacientes con EA estd acompafiada por un
incremento en los niveles de fosforilacion de sustratos de Akt como son GSK3p,
mTOR, tau y bajos niveles de p27 (Griffin y cols., 2005). Otros autores han observado
un aumento en los niveles de fosfo-p27 (Thrl87) en el citoplasma de neuronas
vulnerables en la EA en asociacion con ovillos neurofibrilares y neuritas distréficas
(Ogawa vy cols., 2003). Se ha considerado que la sobreactivacion de la via PI3K/AKkt,
normalmente asociada al control de la supervivencia celular en cerebros de pacientes
con EA, pudiera ser una respuesta de las neuronas para compensar dafios provocados
por la enfermedad (Marino y cols., 2002). Sin embargo, el incremento de activacion de
esta via en neuronas postmitéticas podria, eventualmente, inducir la muerte celular

como consecuencia de sus efectos en proteinas reguladoras del ciclo celular.

Alteraciones en el control de la cascada de sefializacion Erk1/2 parecen jugar
un papel importante en la patogénesis de la EA (Zhu y cols., 2002). Esta via es clave
en la regulacion de la plasticidad sinaptica en el hipocampo y en los procesos de
aprendizaje y memoria (Derkinderen y cols., 1999). Se ha podido demostrar la
activacion de Erk1/2 en neuronas degenerativas (Mcshea y cols., 1999), asi como la
existencia de una aparente relacion entre activacion de Erk1/2 y la presencia de
ovillos neurofibrilares en el cerebro humano (Knowles y cols., 1999). Por otra parte,
in vitro se ha podido observar que AP es capaz de activar Erk1/2 e inducir la
fosforilacion de la proteina tau (Pei y cols., 2002; Zhao y cols., 2002).

En conjunto, nuestros resultados obtenidos en células periféricas de pacientes
de EA, disfuncion de las vias de sefalizacion PI3K/Akt, y Erk1/2, niveles
disminuidos de p21 y p27, similares a los descritos en neuronas vulnerables del
cerebro de pacientes de EA, suponen un apoyo adicional a la hipotesis de que la EA
es una enfermedad sistémica (Eckert y cols., 1994; Gibson y Huang, 2002; Nagy y
cols., 2002). Por otra parte, se infiere que los linfocitos inmortalizados de pacientes
de EA son un modelo experimental adecuado para el estudio de perturbaciones
funcionales relevantes para la EA.

Aunque nuestros resultados no son directamente extrapolables a lo que ocurre
en el cerebro de los afectados por alzhéimer, la modulacion de las vias de
sefializacion PI3K/Akt y Erk1/2 por Ca**/CaM en respuesta a la presencia de factores
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mitogénicos o de estrés, explica, en cierta forma, la relacion que parece existir entre
estrés celular y entrada aberrante en ciclo celular de neuronas susceptibles en el

cerebro de pacientes de EA (Zhu y cols., 2001).

3-. EFECTOS DE SIMVASTATINA SOBRE LA RESPUESTA DE
LINFOBLASTOS CONTROLES Y DE EA AL SUERO.

Teniendo en cuenta los estudios epidemioldgicos que sugieren un efecto
beneficioso del tratamiento con estatinas a pacientes de alzhéimer, en este trabajo
hemos considerado la posibilidad de que las estatinas pudieran interferir con los
mecanismos que controlan el ciclo celular, y pudieran, a través de esta forma, impedir la
entrada y/o la progresion de neuronas vulnerables a través de un ciclo celular, que
inevitablemente conduciria a la pérdida neuronal.

Sobre la idea de que las alteraciones descritas en los mecanismos de sefializacion
celular que controlan la actividad proliferativa de linfoblastos de EA son
manifestaciones sistémicas de la enfermedad, en este trabajo hemos realizado un estudio
comparativo del efecto de la simvastatina en linfoblastos de pacientes de EA y donantes
controles de edad aproximada sobre la actividad proliferativa y la vulnerabilidad celular
a la retirada del suero.

La simvastatina inhibe la proliferacion celular e induce apoptosis de manera
dependiente de la dosis. Las células de EA son mas sensibles a la simvastatina que las
células controles. Con dosis bajas de simvastatina (1uM), se inhibe selectivamente la
estimulacion exacerbada que induce el suero en los linfoblastos de EA, sin que
produzca efectos apreciables en los linfoblastos controles. Curiosamente, los efectos de
las estatinas inhibiendo el crecimiento celular son, aparentemente, especificos de células
tumorales. Asi por ejemplo, concentraciones micromolares de estatinas fueron muy
eficaces para inhibir la proliferaciébn de un hepatocarcinoma humano sin afectar
significativamente a los hepatocitos normales (Kubota y cols., 2004). De igual manera,
las células de un mieloma, fueron mas sensibles a la apoptosis inducida por las estatinas
que las correspondientes células mieloides no tumorales (van de Donk., 2002). Estas
observaciones nos llevan a pensar que la mayor sensibilidad de los linfoblastos de
pacientes de EA a la simvastatina pudiera ser una manifestacion adicional de caracter
neoplasico de estas células, como ya se habia sugerido previamente (de las Cuevas y
cols., 2005).
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La simvastatina inhibe la sobreestimulacion de proliferacién de linfoblastos de
EA atenuando la actividad de proteinas reguladoras del transito entre G; y S del ciclo
celular. Particularmente, disminuye la fosforilacién de la proteina pRb, facilitando la
activacion del factor de transcripcion E2F y la expresion de genes necesarios para la
progresion del ciclo. Este efecto se debe a la inhibicion de la actividad kinasa del
complejo ciclina E/CDK2 como consecuencia del acumulo de las proteinas inhibidoras
p21 y p27. Estos resultados estan de acuerdo con trabajos de otros autores indicando
una asociacion entre los efectos antiproliferativos de las estatinas y la acumulacion de
p21y p27 en distintos tipos celulares (Efuet y Keyomarsi, 2006; Takeda y cols., 2007).
Entre los mecanismos que se han propuesto para explicar el efecto de las estatinas
aumentando el contenido celular de p21 y p27, hay que considerar en primer lugar la
posibilidad de que la simvastatina inhiba la actividad global del proteasoma como se ha
sugerido (Rao y cols., 1999). Las estatinas y los inhibidores clasicos del proteasoma
tienen en su estructura quimica un anillo lactona que es responsable de la inhibicién del
proteasoma. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en nuestros experimentos se ha
utilizado la forma activa de la droga (hidroxiacido) que carece del anillo lactona. Por
otra parte, en trabajos previos de nuestro laboratorio, se pudo descartar que las
diferencias en los niveles de p21 y p27 que se observan entre los linfoblastos controles y
de EA pudieran atribuirse a alteraciones en la actividad global del proteasoma o al
proceso de ubiquitinacion de proteinas (Mufioz y cols., 2008a, 2008b). No obstante,
nuestros resultados indican que la simvastatina inhibe la tasa de degradacion de p21 y
de p27 en linfoblastos de EA, contribuyendo de esta forma, al menos parcialmente, al
acimulo de estas proteinas. La simvastatina interfiere selectivamente con la
degradacion de estas proteinas en el proteasoma, ya que los efectos de la droga son
similares a los de MG132 y la presencia de un inhibidor de caspasas no impide el efecto
de simvastatina.

La degradacion de p21 y p27 requiere la fosforilacion previa de ciertos residuos
(Nakayama y Nakayama, 2006). Al menos, en el caso de p27, este proceso depende de
la actividad de PI3K/Akt (Mufioz y cols., 2008a). En consonancia con estas
observaciones, hemos podido demostrar que la simvastatina revierte la sobreactivacion
de PI3K/Akt en los linfoblastos de EA. Nuestros resultados estan de acuerdo con
trabajos previos que muestran un efecto inhibidor de las estatinas en la actividad de
PI3K/Akt tanto en células neuronales (Cerezo-Guisado y cols., 2005) como en células
extraneurales (Nakagawa y cols., 1998; Weiss cols., 1999). Sin embargo, también se
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han descrito efectos activadores de las estatinas sobre esta via (Xu y cols., 2008;
Sugawara y cols., 2008; Nakao y cols., 2007). Estas discrepancias pueden deberse a los
diferentes tipos celulares y funciones bioldgicas en los que pueden actuar las estatinas.

Nuestros resultados no permiten descartar que la simvastatina pueda también
modular la transcripcion de p21 y p27. Ademas, tampoco se puede descartar que la
simvastatina pudiese actuar modulando el balance redox de las células de EA, ya que es
conocida la sensibilidad de estas proteinas al estado redox celular (Hwang y cols., 2004)
y que las estatinas tienen importantes efectos antioxidantes (Franzoni y cols., 2003).
Estas posibilidades estan siendo consideradas en la actualidad en nuestro laboratorio.

La simvastatina no tiene apenas efectos sobre la supervivencia celular de
linfoblastos controles tras la retirada del suero, pero sensibiliza a los linfoblastos de EA
a la apoptosis que induce la ausencia de factores tréficos. La administracion de
simvastatina a linfoblastos de EA restaura la fosforilacion de Erk1/2 hasta niveles
similares a los de las células controles. Este efecto es impedido en presencia del
inhibidor de esta cascada de sefializacion PD98059.

Los efectos de la simvastatina inhibiendo la proliferacion celular e induciendo
apoptosis en ausencia de suero en las células de EA estan directamente relacionados con
su capacidad de inhibir la actividad de HMG-CoA reductasa, ya que la actividad
proliferativa se restauro, total o parcialmente, con la administracion de MEV, de FPP 6
GGPP, respectivamente. Asimismo, en presencia de MEV, la simvastatina induce
apoptosis en los linfoblastos de EA en ausencia de suero. Estos resultados sugieren gque
la prenilacion de ciertas proteinas pudiera estar implicada en la sobreestimulacion de
proliferacion y mayor resistencia de los linfoblastos de EA en presencia o ausencia de
suero. La prenilacion es una modificacion post-traduccional que afecta a una gran
variedad de proteinas, incluyendo las subunidades de las proteinas G heterotriméricas,
proteinas kinasas y las proteinas de la superfamilia Ras de GTPasas (Bishop y Hall,
2000; Repko y Maltese, 1989). Estas ultimas, pueden modular tanto la actividad de
PIK3/Akt (Anderson y Jackson, 2003) como de Erk1/2 (Denhardt, 1996; Repasky y
cols., 2004). El hecho de que la simvastatina no tenga efectos apreciables sobre las
células controles sugiere que debe haber otros factores ademas de la prenilacion de
alguna de estas proteinas. En este sentido, interesa destacar las numerosas evidencias en
la literatura acerca de la interaccién de Ca**/CaM y proteinas de la familia Ras (Moreto
y cols., 2008; Ren y cols, 2008) controlando una gran variedad de procesos celulares.
Cabe, por tanto, la posibilidad de que la modificacion de alguna de estas proteinas, tras

137



discusion

el tratamiento con simvastatina, impida la regulacién por Ca**/CaM de las vias de
sefializacion PI3K/Akt y Erk1/2 que controlan la respuesta proliferativa y la
supervivencia/muerte celular de linfoblastos de EA, respectivamente.

Aunque nuestros resultados, obtenidos en células extraneurales no son
directamente extrapolables al SNC, los efectos de la simvastatina, regulando el destino
celular (supervivencia/muerte) dependiendo de la disponibilidad de factores troficos,
pudieran tener, tal vez, un efecto neuroprotector en el cerebro de los pacientes
afectados. La concentraciéon de simvastatina que se requiere para inhibir la actividad
proliferatoria e inducir apoptosis en linfoblastos de EA (1uM), esta dentro de las que se
han descrito que pueden alcanzarse en plasma en ensayos clinicos para el tratamiento de
tumores sélidos (Thibault y cols., 1996). En este caso, tras la administracion de la
estatina a una dosis de 45 mg/Kg/dia se han reportado concentraciones plasmaticas de
hasta 3,9 uM. Por otra parte, también hay que considerar que las estatinas lipofilicas,
como la simvastatina, pueden atravesar la barrera hematoencefalica con facilidad (Tsuji
y cols., 1993).

4-. COMPARACION ENTRE LA ACTIVIDAD PROLIFERATIVA Y
VULNERABILIDAD CELULAR EN LINFOBLASTOS DE PACIENTES DE
ELAY DE EA.

En este trabajo hemos realizado un estudio comparativo de la actividad
proliferativa y la vulnerabilidad celular a la retirada del suero en linfoblastos de
pacientes de ELA y de EA.

En estas dos enfermedades neurodegenerativas se produce una pérdida neuronal
que es causa de las manifestaciones irreversibles de la enfermedad. Mientras en la EA
las neuronas afectadas se encuentran principalmente en la corteza y en el hipocampo, en
la ELA son las motoneuronas superiores e inferiores las principalmente afectadas. Las
dos enfermedades comparten caracteristicas tales como la neuroinflamacion, estrés
oxidativo y disfuncion mitocondrial.

En los dltimos afios, ha aumentado la evidencia de que alteraciones en los
mecanismos de regulaciéon del ciclo celular pueden jugar un papel relevante en la
apoptosis neuronal, no solo en la EA (Arendt y cols., 1996; Giovanni y cols., 1999;
Copani y cols., 2001a, 2001b, 2002a, Yang y cols., 2001, Nagy y cols., 1998) sino
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también en otras enfermedades neurodegenerativas como la ELA (Cleveland y
Rothstein, 2001; Nguyen y cols., 2003; Ranganathan y Bowser, 2003).

Como ya hemos comentado, la re-entrada en ciclo celular por parte de neuronas
diferenciadas da lugar a una “catastrofe mitdtica” y a muerte celular (Heintz, 1993;
Copani y cols., 2001a, 2001b; Herrup y cols., 2004).

Por otra parte, la ELA parece también manifestarse a nivel sistémico (Curti y
cols., 1996; Cova y cols., 2006; Butarrelli y cols., 2006). Por estas razones nos parecio
interesante estudiar posibles alteraciones en las vias de sefializacion celular que
controlan los procesos de proliferacion y apoptosis en linfoblastos de pacientes de ELA
de forma comparable a nuestros resultados previos en lineas linfoblasticas de pacientes
de EA.

Nuestros resultados indican que los linfoblastos de pacientes de ELA no presentan
cambios en la actividad proliferativa en respuesta al suero, ni en la vulnerabilidad
celular a la privacion del suero cuando se comparan con las células de donantes
controles de edad aproximada y difieren, por tanto, de la respuesta proliferativa
exacerbada y mayor resistencia a la apoptosis caracteristica de los linfoblastos de EA.
En consecuencia, tampoco se observaron cambios entre los linfoblastos de pacientes de
ELA y los controles en la actividad de PI3K/Akt y en los niveles celulares de los CDKIs
p21 y p27. Estas observaciones en linfoblastos de ELA, difieren de trabajos de otros
autores mostrando cambios en el contenido celular de estos CDKIs en motoneuronas
afectadas por la ELA (Lim y Qi, 2003; Nguyen y cols., 2003; Appert-Collin y cols.,
2006). Por el momento, no podemos determinar si la ausencia de alteraciones en la
actividad proliferativa en celulas periféricas de pacientes refleja la ausencia de cambios
en el control del ciclo celular en el SN de los individuos afectados, o por el contrario, la
desregulacién del ciclo celular que se cree ocurre en las motoneuronas en la ELA
(revisado en Cleveland y Rothstein, 2001) no tiene manifestaciones paralelas a nivel
sistemico. En este sentido, interesa destacar un trabajo reciente, en que no se encuentran
evidencias de estrés oxidativo en fibroblastos de pacientes de ELA (Sala y cols., 2009),
a pesar de que el estrés oxidativo es evidente en las motoneuronas afectadas por esta
enfermedad (Barber y cols., 2006)

Asimismo, la actividad de Erk1/2 de los linfoblastos de ELA es similar a la de los
linfoblastos controles y significativamente menor que la que muestran los linfoblastos

de EA. En conjunto, estos resultados indican que las lineas linfoblasticas de pacientes
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de ELA no constituyen un modelo adecuado para elucidar si existe una relacion causa-
efecto entre desregulacion del ciclo celular y muerte neuronal en la ELA.

Por otro lado, la observacion de que la actividad proliferativa y apoptética y su
regulacion a nivel molecular estén selectivamente alteradas en linfoblastos de pacientes
de EA, refuerza la idea de que la EA es una enfermedad sistémica desvelando como
factor etipatogenico una alteracion de la respuesta celular a determinados estimulos.

Este estudio nos ha permitido también observar que las alteraciones en la
respuesta celular al suero no dependen de la progresion de la EA y ya aparecen en los
individuos con EA leve. Estos resultados estan en consonancia con trabajos realizados
en modelos murinos (Yang y cols., 2006; Yang y Herrup, 2007) que indican que las
alteraciones en el control del ciclo celular aparecen muy pronto en el curso de la
enfermedad, antes de la aparicion de las placas de amiloide o de signos de
neuroinflamacién. Ademas, se han encontrado evidencias de expresion de proteinas
reguladoras del ciclo celular en necropsias de individuos diagnosticados de DCL (Yang
y cols., 2003) y alteraciones en la proliferacion de linfocitos con DCL (Nagy Yy cols.,
2002). Estas observaciones sugieren que las alteraciones en el ciclo celular, que
eventualmente causan pérdida neuronal, son un mecanismo importante en la EA, y por
los cambios en alguna de las proteinas reguladoras, podrian ser considerados

biomarcadores de la enfermedad.
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1. Los linfocitos inmortalizados de pacientes de EA muestran una respuesta anomala
al suero: una mayor actividad proliferativa en presencia de suero y mayor
resistencia a la muerte celular en ausencia de suero. Esta respuesta singular es
consecuencia de cambios significativos, en funcion de la disponibilidad de factores
troficos, en la activacion de las vias de sefializacion PI3K/Akt y Erk1/2 debido a un

aumento en los niveles y/o actividad de CaM.

2. La perturbacion de las interacciones moleculares entre Ca*/CaM y PI3K/Akt
parece ser responsable de las alteraciones en los procesos de proliferacion y
regulacion del contenido celular de p27 en linfoblastos de pacientes con EA.

3. La modulacion de la actividad de Erk1/2 por CaM esta implicada en la resistencia
celular a la apoptosis en ausencia de suero. Esta conclusién se apoya en las
siguientes evidencias experimentales:

- Lainhibicion de la actividad Erk1/2 en células controles previene la muerte
celular.

- La expresion ectopica de una mutante constitutivamente activa de MEK en
células de EA no impide la apoptosis inducida por la privacion de suero.

- Los linfoblastos controles muestran una activacion persistente y de mayor
intensidad que la de los linfoblastos de EA en respuesta a la privacion del
suero.

- Los antagonistas de CaM sensibilizan a las células de EA a la retirada del

suero y aumentan la actividad de Erk1/2.
4. EI tratamiento de linfoblastos de EA con simvastatina, previene el aumento de

proliferacion y la activacion de PI3K/Akt, asi como la disminucion de p21 y p27,

inducidos por el suero.
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Los efectos de simvastatina son independientes metabolismo de colesterol, ya que

son revertidos tras la adicién de mevalonato o isoprenoides, pero no por esqualeno.

Aunque nuestros resultados no se pueden extrapolar directamente al SNC, es
posible que parte de los efectos beneficiosos de las estatinas para los pacientes de
EA pudieran explicarse por la actividad antiproliferativa de simvastatina. La
simvastatina podria impedir la progresion de las neuronas que hayan iniciado un

ciclo aberrante de division celular.

Las alteraciones en las vias de sefalizacion PI3K/Akt y Erk1/2, asi como los
cambios en los niveles de proteinas reguladoras del ciclo celular no se observan en
otra enfermedad neurodegenerativa como la ELA. Estos resultados sugieren la
posible utilidad de alguna de estas proteinas como biomarcadores de la EA.

Nuestros resultados, obtenidos en células periféricas de pacientes de EA, disfuncion
de las vias de sefializacién PI3K/AKkt, Erk1/2 y cambios en la expresion de proteinas
reguladoras del ciclo celular, son similares a los descritos en neuronas vulnerables
del cerebro de pacientes de EA vy, por tanto, pueden ser considerados como

manifestaciones sistémicas de la enfermedad.

Por ultimo, hay que destacar que la inmortalizacién de linfocitos para generar lineas
linfoblastoides no modifica la respuesta celular normal a la presencia o ausencia de
suero. Los linfocitos no transformados de pacientes de EA muestran también una
mayor respuesta mitogénica y resistencia a la apoptosis, asi como alteraciones en la
activacion de PI3K/Akt y Erkl1/2. Estas observaciones apoyan la utilizacion de
linfoblastos como modelo experimental adecuado para el estudio de perturbaciones

funcionales relevantes para la patologia de alzhéimer.
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Abstract. We have analyzed the intracellular signals
that allow lymphoblasts from Alzheimer’s disease
(AD) patients to escape from serum deprivation-
induced apoptosis. The following observations sug-
gested that modulation of ERK1/2 activity by Ca®"/
calmodulin (CaM) is involved in preventing apopto-
sis: (i) ERK1/2 activity seems to support lethality in
control cells, as PD98059, the inhibitor of the activat-
ing MEK prevented cell death; (ii) control cells show a
persistent and higher stimulation of ERK1/2 than that
of AD cells in the absence of serum; (iii) CaM

antagonists have no effects on control cells, but
sensitize AD cells to death induced by serum with-
drawal and increased ERK1/2 phosphorylation, and
(iv) no apoptotic effects of CaM antagonists were
observed in AD cells treated with PD98059. These
results suggest the existence of an activation threshold
of the ERK1/2 pathway setting by Ca**/CaM-depend-
ent mechanisms, which appears to be the critical factor
controlling cell survival or death decision under
trophic factor withdrawal.

Keywords. Alzheimer’s disease, lymphocytes, cell survival, Ca**/calmodulin, ERKs.

Introduction

Evidence has been accumulating that some neurons
degenerate via apoptotic pathways in Alzheimer’s
disease (AD). Apoptosis and cell cycle deregulation
have been linked with the recurrence of certain types
of neuronal cell death. The interpretation of these
findings is that a differentiated cell like the neuron is
committed to the permanent cessation of cell division,
so if for any reason it is forced to enter the cell cycle it

* Present address: Servicio de Inmunoloia, Hospital Gregorio
Maraiién, Madrid (Spain).
* Corresponding author.

dies. Strong support for the role of cell cycle events in
neuronal loss in AD comes from the observation that
AD neurons contain multiple markers spanning
different phases of cell cycle [1-4]. Furthermore, it
has been demonstrated [5] that a significant fraction of
the hippocampal pyramidal and basal forebrain neu-
rons have fully or partially replicated four independ-
ent loci of three different chromosomes. These
anomalies were not found in unaffected regions of
AD brains or in the hippocampus of non-demented
age-matched controls. Moreover, cell cycle regulatory
deficit is not restricted to neurons in AD patients
[6-8].
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Although AD is considered a neurological disease,
changes in tissues other than brain in AD patients
have been reported, suggesting that it is also systemic,
and therefore peripheral tissues such as skin fibro-
blasts and lymphocytes have been use as a tool to
investigate systemic derangement in various neuro-
psychiatric disorders [9]. Epstein-Barr virus (EBV)
infection in vitro causes transformation of B cells and
generates B lymphoblastoid cell lines (LCLs) [10].
These LCLs retain the phenotype and functions of
mature B cells [11]. LCLs have been widely used as
models in various biological and medical studies [12].
Previous work from this laboratory, using EBV-
immortalized lymphocytes from late-onset AD pa-
tients, demonstrated a Ca®"/calmodulin (CaM)-de-
pendent stimulation of cell proliferation and survival
of AD lymphoblasts compared with age-matched non-
demented donors [13-15]. The enhanced proliferative
activity of the AD cell lines was associated with a high
degree of phosphorylation of pRb family proteins and
increased activity of the E2F transcription factor,
while the Ca**/CaM-induced increased survival of AD
cells was accompanied by diminished NF-kB-DNA
binding activity [15].

This work was undertaken to further study the
molecular mechanisms involved in the distinct Ca*"/
CaM-mediated regulation of cell survival in AD
lymphoblasts. Considering the fact that some neuro-
nal populations can survive the accumulating oxida-
tive challenges and degenerative process during the
development of AD, an understanding of the molec-
ular mechanisms that can decrease the vulnerability of
neurons and thus increase their resistance to stress
conditions are of great interest. The results presented
here show that lymphoblasts from AD patients are
more resistant than those of non-demented subjects to
apoptosis induced by serum starvation. The protective
mechanism involves an impairment in the Ca**/CaM-
dependent modulation of ERK1/2 signaling pathway
and is accompanied by changes in Bcl-2/Bax ratio and
caspase activity.

Materials and methods

Materials. All components for cell culture were obtained from
Invitrogen (Barcelona, Spain). Serum replacement was obtained
from Sigma-Aldrich (Alcobendas, Spain). The kinase inhibitors
PD98059, SB202190, LY294002, and the caspase inhibitor benzy-
loxy-carbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone  (z-VAD-fmk)
were obtained from Calbiochem (Darmstadt, Germany). Radio-
active compounds were purchased from Amersham (Uppsala,
Sweden). Polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes for Western
blots were purchased from Bio-Rad (Richmond, CA). Rabbit
polyclonal antibodies against human phospho-Akt (Serd73),
phospho-ERK1/2(Thr202/Tyr204), total ERK1/2, p38 MAPK,
phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), and goat polyclonal anti-
body anti-total Akt were obtained from Cell Signaling (Beverly,
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MA). Mouse anti-human Bcl-2 (100) mAb (SC-509) and rabbit
anti-human Bax (N-20) pAb (SC-493) were from Santa Cruz
Biotechnologies (Santa Cruz, CA). The enhanced chemilumines-
cence (ECL) system was from Amersham. 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-y1)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT), calmidazolium
(CMZ), and the CAMKII inhibitor KN-62 were obtained from
Sigma-Aldrich. All other reagents were of molecular biology
grade.

Collection of peripheral blood and isolation of mononuclear cells.
Peripheral blood (15 ml) was collected by venipuncture from seven
AD patients and seven age-matched non-demented individuals.
The AD cases were all considered to have sporadic late-onset AD
(onset of symptoms >65 years; family history negative for neuro-
psychiatric disorders). Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were isolated on Lymphoprep™ density-gradient cen-
trifugation according to the instructions of the manufacturer (Axix-
Shield Po CAS, Oslo Norway). Cells were washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS), counted, and resuspended at the
desired concentration. PBMCs were stimulated with a B cell
mitogen (pokeweed mitogen, PWM). B cells were prepared by
magnetic sorting using a B cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, PBMCs were harvested from the interface and
were washed twice in PBS and incubated with anti-CD19 for
15 min at 4°C. Unlabeled cells were then isolated by elution from
magnetic columns. B cells (~2x10° cells) were incubated in 0.2 ml
RPMI for 3 days in the absence of serum and mitogens.

In all cases, peripheral blood samples were taken after written
informed consent of the patients or their relatives.

Cell lines. Twenty patients diagnosed in the department of
Neurology of the University Hospital Doce de Octubre (Madrid,
Spain) as probable AD cases according to NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Diseases
and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Associa-
tion) criteria were used in this study. The average age of onset of the
disease was 7412 years. The frequency of the ApoE 4 allele was
found to be 3 % in the control group and 39 % in the AD group in
agreement with values previously reported for the normal and AD
population in Spain [16], and were consistent with the late-onset
form of AD. A group of 20 non-demented age-matched individuals
was used as control.

Establishment of LCLs was performed in our laboratory as
previously described [17], by infecting peripheral blood lympho-
cytes with the EBV [18]. Cells were grown in suspension in T flasks
in an upright position, in approximately 10 ml RPMI 1640 (Gibco,
BRL) medium that contained 2 mM L-glutamine, 100 pg/ml
penicillin/streptomycin and, unless otherwise stated, 10% (v/v)
fetal bovine serum (FBS) and maintained in a humidified 5 % CO,
incubator at 37°C. Fluid was routinely changed every 2 days by
removing the medium above the settled cells and replacing it with
an equal volume of fresh medium.

Determination of cell proliferation. Cell proliferation was assessed
by the 5’-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation method
using an enzyme-linked immunoassay kit procured from Roche
(Madrid, Spain). Cells (5000 cells/well) were seeded in 96-well
microtiter plates. Four hours prior to the end of the interval of
measurement, BrdU (10 pM) was added. The cells were fixed with
precooled 70% ethanol for 30 min at —20°C and incubated with
nucleases following manufacturer’s recommendations. Cells were
then treated for 30 min at 37°C with peroxidase-conjugated anti-
BrdU antibody. Excess antibody was removed by washing the cells
three times, followed by the addition of substrate solution.
Absorbance was measured at 405 nm with a reference wavelength
of 492 nm using a microplate reader.

MTT colorimetric survival assay. Active mitochondria of living
cells can cleave MTT to produce formazan, the amount of which is
directly proportional to the living cell number. Cell survival was
assessed essentially as described [19]. Cells were incubated with
1 mg/ml MTT in a reaction volume of 200 pl. After the incubation
DMSO was added to dissolve formazan crystals. Dye absorbance in
viable cells was measured at 570 nm with 630 nm as a reference
wavelength. Cell survival was estimated as the percentage of the
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value of untreated controls. In some experiments cell survival was
determined by direct cell counting in a Neubauer chamber.
Potential toxicity of the reagents used was routinely checked by
trypan blue exclusion under inverted phase-contrast microscopy.
Cell cycle analysis. Exponentially growing cultures of cell lines
were seeded at an initial concentration of 1x10° cells/ml. Cell cycle
analysis was performed using a standard method [20]. Cells were
fixed in 75% ethanol for 1 h at room temperature. Subsequent
centrifugation of the samples was followed by incubation of cells in
PBS containing 1 pg/ml RNase at room temperature for 20 min and
staining with propidium iodide (PI; 25 pg/ml). Cells were analyzed
in an EPICS-XL cytofluorimeter (Coulter Cientifica, Méstoles,
Spain). Estimates of cell-cycle phase distributions were obtained by
computer analysis of DNA content distributions. An apoptosis
detection kit that measured phosphatidylserine (PS) was purchased
from PharMingen (San Diego, CA). The assay was conducted
following manufacturer’s directions. Cells were analyzed for PS
exposure/PI exclusion by staining with FITC-Annexin V and PL
Detection of DNA double-strand breaks using TUNEL apoptosis
assay. For detection of DNA strand breaks, the TUNEL (TdT-
mediated dUTP nick end labeling) method was applied [21]. The
terminal deoxynucleotidyl transferase method, using fluorescein-
dUTP, was used to detect 3’-hydroxy ends in genomic DNA
produced during apoptotic cell death. Cells were allowed to settle
on polyornithine-coated slides. After serum starvation, cells were
fixed with paraformaldehyde (4 % in PBS) and labeled according
to manufacturer’s instructions. Cells were analyzed using a Nikon
microscope and a digital camera.

Preparation of whole cell extracts. To prepare whole cells extracts,
cells were harvested and washed in PBS and then lysed in ice-cold
lysis buffer (50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 1%
Nonidet P-40), containing 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM
PMSF, 1 mM sodium pyrophosphate and protease inhibitor
Complete Mini Mixture (Roche, Mannheim, Germany). The
protein content of the extracts was determined by the Bio-Rad
protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).
Immunoblotting analysis. For Western blot analysis, 50-100 pg of
whole cell extracts were fractionated on a SDS-polyacrylamide gel,
and transferred to PVDF membrane (Immobilon-P). The amount
of protein and the integrity of transfer were verified by staining
with Ponceau-S solution (Sigma). The membranes were then
blocked with non-fat milk and incubated, overnight at 4°C, with
primary antibodies from Santa Cruz at the following dilutions: anti-
Bcl-2, 1:2000; anti-Bax, 1:2000; anti-phosphorylated ERK1/2,
1:500; anti-total ERK1/2, 1:2000; anti-phosphorylated, Akt
1:1000; anti-total Akt, 1:1000; anti-phosphorylated p38, 1:1000;
and anti-p38, 1:500. Signals from the primary antibodies were
amplified using species-specific antisera conjugated with horse-
radish peroxidase (Sigma) and detected with a chemiluminescent
substrate detection system ELC (Amersham). The relative protein
levels were determined by scanning the bands with a GS-800
imaging densitometer provided with the Quantity One 4.3.1.
software from Bio-Rad.

DNA constructs and transfections. The pcDNA3 vector containing
the constitutively active form of MEK1 was a gift from Dr. Carme
Caelles (Biomedical Research Institute IRB-PCB, Barcelona,
Spain). The pcDNA3 and pcDNA3-MEK1 were introduced into
purified EBV-immortalized lymphocytes with the Nucleofector
system (Amaxa Biosystems GmbH, Cologne, Germany). Typically,
2x10° cells were resuspended in 100 ul Cell Line Nucleofector
Solution V and mixed with 5 pg plasmid DNA. To evaluate
transfection efficiency, the same number of cells were transfected
with the GFP-expressing construct pmaxGFP (Amaxa Biosys-
tems). Nucleofections were performed using the Amaxa Nucleo-
fector II device and the P-16 program. Cell viability and trans-
fection efficiency were evaluated on 5x10° GFP-nucleofected cells
after 16 h by PI staining and flow cytometry analysis. The trans-
fection efficiency was approximately 20 %. Serum deprivation was
started 16 h postnucleofection. After 24 h, the cells were collected
and processed for immunoblotting and cell viability assays.
Statistical analysis. Unless otherwise stated, all data represent
means + SE. Statistical analysis was performed on the Data Desk
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package (version 4.0) for Macintosh. Statistical significance was
estimated by the Student’s t-test or, when appropriated, by analysis
of variance (ANOVA) followed by the Fischer’s LSD test for
multiple comparisons. Differences were considered significant at a
level of p<0.05.

Results

Cellular response to serum withdrawal in control and
AD lymphoblasts. Data in Figure 1 summarize the
cellular response to serum deprivation of cell lines,
used in this study, derived from AD patients and age-
matched control individuals. In agreement with pre-
vious observations [15], AD lymphoblasts were shown
to be more resistant to serum withdrawal-induced cell
death. In control cultures, more than 30 % of cells died
after a 4-day period of serum starvation, whereas less
than 10 % of AD cells died during the same period of
time. To rule out the possibility that differences in the
proliferative activity of control and AD lymphoblasts
could mask the apparent increased survival of AD
cells, we determined the rate of DNA synthesis by
assessing the incorporation of BrdU in control and
AD cells. As expected, Figure 2 shows that incorpo-
ration of BrdU by AD cells was significantly higher
than by control cells in the presence of 10% FBS.
However, when cells were incubated in the absence of
trophic support, no differences in DNA synthesis and
hence proliferation between control and AD cells
could be detected (Fig. 2). Taken together, our results
suggest that increased cell survival after serum with-
drawal is a distinct feature of lymphoblasts from AD
patients. Data in Table 1 show how the treatment with
the CaM antagonist, calmidazolium (CMZ), sensitize
AD cells to death triggered by the absence of trophic
support, without changing the percentage of surviving
control cells (Table 1). Similar results were obtained
with KN-62, indicating the involvement of CaMKII in
the CaM-mediated regulation of cell survival. Table 1
also shows that cell survival in AD cultures was
significantly decreased by the presence of the extrac-
ellular Ca®" chelator EGTA, but was not affected by
the intracellular Ca*" chelator BAPTA-AM.

Cell death induced by serum deprivation in fresh
isolated human B cells. Although EBV-transformed
LCLs have been widely used as models in various
biological and medical studies [12] as they can be
easily established and continue proliferating for many
generations, we considered it important to study the
cellular response to serum deprivation of non-trans-
formed B lymphocytes of control and late-onset AD
patients. To address this issue, PBMCs were obtained,
and B cells were purified by magnetic sorting. As
shown in Figure 2, B cells from AD patients were
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Table 1. Influence of perturbations of Ca**/calmodulin signaling
pathway on the cell death induced by serum withdrawal.

Additions Control AD
% of surviving cells

None 66+4 95437

1 uM CMZ 60+3 6146

1 uM KN-62 4745 53+7°

1 mM EGTA 48+6 64+5°

2.5 uM BAPTA-AM 5247 83+5*

Lymphoblasts from control and Alzheimer’s disease (AD) patients
were incubated in serum-free RPMI medium for 3 days in the ab-
sence or in the presence of the CaM antagonist Calmidazolium
(CMZ), the CaMKII inhibitor KN-62 or calcium chelators. The
cells were then counted for their survival rate by trypan blue dye
exclusion method. Results are expressed as % of the number of
cells at day 0, and are the mean + SE of six independent experi-
ments. Statistical difference: * p<0.05 from lymphoblasts from
control individuals, * p<0.05 from untreated AD lymphoblasts.
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Figure 1. Scatter plot comparing cell survival following serum
deprivation between lymphoblasts derived from control or Alz-
heimer’s disease (AD) patients. Immortalized lymphocytes from
control (open symbols) and AD individuals (filled symbols) were
seeded at an initial density of 1x10%ml and incubated in serum-free
RPMI medium for 96 h. Cell viability was determined by trypan
blue exclusion under inverted phase-contrast microscopy, and
expressed as percentage of the initial number of cells at day 0.
Statistical significance was determined by the Student’s #-test.

more resistant to serum deprivation than those from
control individuals. As previously shown for EBV-
lymphoblasts from AD patients, treatment of B cells
with CMZ also results in increased sensitivity to death
induced by the absence of trophic support (Fig. 3).

Serum withdrawal induces apoptosis. Because cell
death can occur via apoptosis or necrosis, it was
important to determine which mechanism was in-
volved in serum-starved cells. Apoptosis is character-
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Figure 2. Proliferative response of control and AD lymphoblasts.
Lymphoblasts from control and AD individuals (5000 cells/well)
were seeded in 96-well plates in the presence of 10 % FBS or serum
replacement (SR). After 72 h, cells were pulsed with 10 uM BrdU
for 4h. DNA synthesis was assessed by BrdU incorporation
method according to the manufacturer’s instructions. Proliferation
was expressed as absorbance of stimulated minus that of non-
stimulated cultures. Each bar represents the mean + SE of three
independent experiments performed in triplicate. * p<0.05 signifi-
cantly different from control cells.
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Figure 3. Serum deprivation-induced cell loss of human B cells
from control and AD patients: Effects of calmidazolium (CMZ)
and EGTA. B cells were isolated from peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) of five late-onset AD patients and five age-
matched control subjects. Lymphocytes were seeded at an initial
density of 1x10%ml and incubated in serum-free RPMI medium for
72 h in the absence or in the presence of 1 pM CMZ or 1 mM
EGTA. Cell viability was determined by trypan blue exclusion
under inverted phase-contrast microscopy, and expressed as
percentage of the initial number of cells at day 0. Statistical
significance was determined by ANOVA followed by the Fischer’s
LSD test for multiple comparisons. * p<0.01 significantly different
from control cells, ** p<0.01 significantly different from AD cells
without CMZ, 1 p<0.05 and f p<0.01 significantly different from
their respective control cells incubated without EGTA.

ized by a number of morphological and biochemical
events that distinguish it from necrosis. Serum with-
drawal-induced cell death was therefore assessed by
different procedures. These included (1) flow cyto-
metric analysis of cellular DNA content, (2) detection
of DNA breaks by TUNEL, and (3) flow cytometric
analysis of phosphatidylserine exposure using Annex-
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in V-FITC and PI. Figure 4a shows a representative
experiment of cell cycle status after serum deprivation
in control and AD lymphoblasts, demonstrating a
higher accumulation of hypodiploid nuclei in control
cultures than in AD cells. DNA fragmentation was
further confirmed by TUNEL staining of control and
AD lymphoblasts 4 days after withdrawal of trophic
support. Figure 4b shows representative photomicro-
graphs illustrating a higher number of TUNEL-
positive cells in control cultures than in lymphoblasts
from AD patients. Figure 5 confirmed the external-
ization of PS in control cells, a characteristic feature of
cells entering apoptosis, although there were also 20 %
necrotic cells. Treatment of cells with CMZ had no
effect on lymphoblasts from control subjects (Fig. 5
upper right panel), but induced a 10-fold increase in
the appearance of Annexin V*/PI" cells in cultures
from AD patients (Fig. 5 lower right panel).
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Figure 4. Effects of serum withdrawal on distribution of cells in cell
cycle and DNA fragmentation of control and AD lymphoblasts. (a)
Cells were seeded at an initial density of 1x10%ml and incubated in
RPMI medium. After 96h of serum deprivation, cells were
harvested, fixed and analyzed by flow cytometry as described
under Materials and methods. Labels show areas of the curve
corresponding to sub Gy/G;. (b) Control and AD cells were
incubated in serum-free medium in polyornithine-coated chambers
for 96 h. Cells were visualized by the TUNEL method. Cells
positive for DNA strand breaks (TUNEL-positive nuclei) show
green fluorescence on fluorescein staining. Representative experi-
ments are shown. 4°6’-Diamino-2-penylindole (DAPI) signal was
used to identify nuclei.
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Figure 5. Flow cytometric analysis of apoptotic and necrotic cells
from control and AD subjects resulting from serum deprivation in
the absence or in the presence of CMZ. Representative results of
flow cytometric measurements of the fraction of viable (bottom
left), apoptotic (top left) and necrotic (top right) lymphoblasts
from AD patients incubated for 72 h in serum-free RPMI medium,
in absence (left panels) or in the presence of 1 uM CMZ (right
panels). Cells were analyzed for phosphatidylserine exposure/
propidium iodide (PI) exclusion by staining with FITC-Annexin V
(y-axis) and PI (x-axis).

To address whether or not the activity of caspases is
also essential for the observed increase in apoptosis
after serum withdrawal, control and AD cells were
treated with a general caspase inhibitor z-VAD-fmk.
Figure 6a shows that this compound prevented apop-
tosis in control cells without affecting survival of
lymphoblasts from AD patients. Bcl-2 and related
proteins are important regulators of mitochondrial-
mediated apoptosis [22]. To provide a mechanistic
view of how serum withdrawal induced apoptosis, the
protein expression levels of anti- or pro-apoptotic
proteins, Bcl-2 and Bax, respectively, were deter-
mined by Western blotting. Figures 6b and c show a
significant increase in AD lymphoblasts of Bcl-2/Bax
ratio as compared with control cultures.

Involvement of PI3-K/Akt and MAPK activation on
cell survival of control and AD lymphoblasts. In most
cell types, the processes of survival and proliferation
are dependent on the PI3-K/Akt and MAPKs (i.e.,
ERK1/2 and p38), the downstream mediators in the
signaling cascade activated via trophic ligand receptor
interactions [23-25]. The potential participation of
these signaling pathways was analyzed using pharma-
cological inhibitors. Cells were treated with
L'Y294002, inhibitor of PI3-K/Akt [26]. Likewise, the
involvement of MAPK pathways in the serum with-
drawal-induced apoptosis was addressed using
SB202190, a p38 MAP kinase inhibitor [27] and
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Figure 6. Serum withdrawal induced apoptosis. (@) Protective
efficacy of the caspase inhibitor z-VAD-fmk on serum withdrawal-
induced apoptosis. Lymphoblasts from non-AD and AD patients
were incubated onto 96-well dishes, at an initial density of 1 x10%ml,
in serum-free RPMI medium (SW) for 72 h in the absence or in the
presence of 50 uM of the broad-spectrum caspase inhibitor z-VAD-
fmk. Cell viability was assessed by trypan blue exclusion. Six
independent experiments, carried out with different cell lines, were
carried out in duplicate. Values shown are the mean + SE and
expressed as percentage of the value of untreated controls. (b)
Expression levels of Bcl-2 and Bax proteins from control and AD
lymphoblasts. After 72 h of serum deprivation, cell extracts were
prepared for Western blot analysis. To ensure equal loading of
proteins, the membranes were reprobed with anti-f-actin. Repre-
sentative immunoblots are shown. (¢) Densitometric analysis of the
ratio Bcl-2/Bax. Values shown represent the mean =+ SE for eight
independent experiments with cells derived from different indi-
viduals.

PD98059, an inhibitor of MEK 1/2, the upstream
activator of ERK1/2 [28]. The effectiveness of
PD98059 and LY294002 was confirmed by reduced
phosphorylation of ERK1/2 or Akt, respectively
(Fig. 7a). However, under our experimental condi-
tions, phosphorylated p38 was below detection levels
in our immunoblot assays even in the absence of
SB202190. As shown in Figure 7b, treatment of
control cells with SB202190 or LY294002, had no
effect on cell survival after serum deprivation. The
lack of effect of the PI3-K inhibitor in AD lympho-
blasts contrasts with the inhibitory action of this drug
on the enhanced proliferative response of AD cell
lines to serum [29]. Treatment of AD cells with
LY294002 prevented the down-regulation of the levels
of the CDK inhibitor p27""' induced by serum [29].
However, treatment of control cells with PD98059

Disregulation of apoptosis in AD lymphoblasts

prevented cell death induced by serum starvation
(Fig. 7b). This inhibitor had no effect in AD cells, but
prevented the effects of CMZ inducing apoptosis in
these cell lines (Fig. 7b). These findings indicate that
ERK1/2 pathway supports lethality in control cells,
and that this mechanism is altered in a Ca*"/CaM-
dependent manner in AD cells.

Role of serum on ERKSs activation. In an initial series
of experiments, we examined the effect of serum on
the activation of the ERK1/2 pathway in control and
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Figure 7. Effects of kinase inhibitors on serum withdrawal-induced
loss of cell viability. (¢) Lymphoblasts from control individuals
were incubated at an initial density of 1x10%ml in serum-free
RPMI medium, for 72 h in the absence or in the presence of 20 uM
PD98059, 10 uM Ly294002, 10 uM SB202190, or 1 uM CMZ. The
relative levels of activation of p42/p44 ERKs, p38 and Akt were
assessed by Western blot analysis using phospho-specific anti-
bodies. Representative immunoblots are shown. (b) Lymphoblasts
from control and AD patients were incubated on 96-well plates in
the absence and in the presence of different kinases inhibitors as
above. Cell viability was assessed by measuring the MTT reduction
and by counting cells excluding trypan blue. Independent experi-
ments, with different cell lines, were carried out in duplicate. Values
shown are the mean + SE for three to nine experiments, and
expressed as percentage of the value of untreated controls.
Statistical significance was determined by ANOVA followed by
the Fischer’s LSD test for multiple comparisons. * p<0.001 and **
p<0.05 significantly different from control cells in the absence of
inhibitors; ¥ p<0.001 significantly different from control cells; %
p<0.01 significantly different from untreated AD cells.
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Figure 8. ERK1/2 pathway is transiently activated by serum in control and AD lymphoblasts. (a) Lymphoblasts from AD patients were
seeded at an initial density of 1x10%ml in serum-free medium for 24 h. Then 10% FBS was added and cells were harvested at the time
periods indicated. The relative levels of activation of p42/p44 ERKs were assessed by Western blot analysis using phospho-specific

antibodies. The same membranes were then stripped and reprobed wi

th antibodies against total ERKs. A representative immunoblot is

shown. (b) Lymphoblasts from control and AD patients were seeded as above in the absence or in the presence of 10 uM PD98059, and then
stimulated by 10% FBS for 1 h. (¢) The immunoreactive bands were quantified by densitometric analysis. Results shown below are the
mean + SE of three to five determinations made in experiments using cells from different individuals. Statistical significance was
determined by ANOVA followed by the Fischer’s LSD test for multiple comparisons.

AD lymphoblasts. This was accomplished by Western
blot analysis using phosphorylation-specific antibod-
ies to detect levels of active (i.e., phosphorylated
ERK) versus phosphorylation-independent antibod-
ies to quantitate the total for each of the kinases.
Addition of 10% FBS to cell cultures resulted in a
clear activation of ERK1/2 (Fig.8a). The FBS-
induced ERK1/2 phosphorylation is transient, the
effect being maximum 2 h after serum addition and
declined afterwards. The increase in the phosphory-
lated form of ERKs did not result from increased
expression of ERKs as total ERKs levels were not
altered (Fig. 8a). The addition of serum activated the
ERK1/2 pathway in both control and AD, although
the response was enhanced in lymphoblasts from AD
patients (Fig. 8b, c). As expected, treatment of cells
with PD98059 blocked the serum-induced ERK
phosphorylation (Fig. 8b, c). These results correlate

with the enhanced proliferation of AD cells following
serum stimulation [15]. Similar response was obtained
when untransformed lymphocytes from control and
AD patients were stimulated with the plant lectin
PWM, which preferentially activates B cells [30].
Figure 9 shows that 24 h after PWM stimulation,
incorporation of BrdU by AD cells was higher than by
control cells. The increased proliferation of AD
lymphocytes was associated with enhanced phosphor-
ylation of ERK1/2 (Fig. 9).

It is known from previous studies [31, 32] that ERK
phosphorylation may produce different outcomes in
the same cell type as proliferation or apoptosis,
depending on the duration of ERK activation. For
this reason, we studied the kinetics for ERK1/2
activation upon serum withdrawal. Figure 10a shows
that deprivation of trophic support induced a sus-
tained increase in the ERK1/2 phosphorylation that
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Figure 9. PWM-induced cell proliferation and ERK1/2 activation
in PBMC:s from control and AD individuals. PBMCs were isolated
from two control individuals and two AD patients and kept in
culture for 3 days. They were then resuspended in fresh medium at
a density of 1x10%ml and cultured in the absence or in the presence
of 5 ug/ml B cell mitogen, pokeweed mitogen (PWM) for 24 h. The
proliferative response to PWM was determined by BrdU incorpo-
ration in the last 4 h. Results are the mean of two experiments
performed in triplicate. Protein extracts for Western blot analysis
were prepared 2h after PWM stimulation. A representative
immunoblot is shown.

lasted for at least 96 h in both control and AD cells,
although a considerable reduced ERK1/2 activation
was observed in lymphoblasts from AD patients
(Fig. 10a, b). The lower response of ERK pathway to
serum withdrawal in AD cells seems to protect them
from the apoptosis induced by serum withdrawal.
When control cells were treated with PD98059 to
inhibit ERK1/2 phosphorylation, they became resist-
ant against apoptosis (Fig. 7b). On the other hand,
treatment of cells with either CMZ or the CaMKII
inhibitor KN-62 produced an increase in ERK1/2
phosphorylation in AD cells without affecting signifi-
cantly the phosphorylation status of ERK1/2 in
control cells (Fig. 10c). Under these experimental
conditions, AD cells underwent apoptosis as did
control cells (Fig. 7b). Thus, these observations sug-
gest that the enhanced signaling through the Ca®"/
CaM pathway in AD cells decreased the activation of
ERK1/2 by serum deprivation, resulting in a sus-
tained, but lower than in control cells, activation of
ERK pathway compatible with cell survival. To
further investigate this possibility, we transiently
transfected AD cells with constitutively active
MEKI, the upstream activator of ERK. pcDNA3
and pcDNA3-MEKI1 vectors were introduced in AD
lymphoblasts by nucleofection. Although the trans-
fection efficiency was no higher than 20%, the
increased expression of MEKI1 was sufficient to
activate ERK1/2 and sensitize AD cells to death in
response to serum withdrawal (Fig. 11).

Disregulation of apoptosis in AD lymphoblasts

Discussion

The results presented here indicate that lymphocytes
from AD patients are less vulnerable to cell death
induced by serum deprivation than those derived from
age-matched control individuals (Figs1 and 3,
Table 1). A selective impairment of mechanisms
involved in cell death in peripheral cells from AD
patients has been previously reported [33, 34],
although there are contradictory results as to whether
cells from AD patients are more resistant [35] or more
vulnerable to different cell stressors [36, 37].

Cell death induced by serum deprivation showed
characteristics of apoptosis (Figs 4-6). The lower
sensitivity of AD cells to trophic factor withdrawal
was due to changes in the balance of pro- and anti-
apoptotic proteins (Fig. 6).

AD cells treated with CaM antagonists undergo
significant apoptosis in the absence of serum in the
culture medium as they do in control cells (Fig. 5),
suggesting a role of the Ca*"/CaM signaling pathway
in protecting AD cells from apoptosis. A role for CaM
mediating cell survival has been previously reported
in a number of cell types including neurons [38-40].
CaM antagonists, however, had no effect in control
cells, suggesting a threshold for CaM activation as the
survival signal. Our results are in consonance with
previous reports indicating that CaM antagonists
specifically resulted in apoptosis in tumorigenic
mammary carcinoma cells, but did not affect normal
mammary gland-derived epithelial cells [41]. Ca*"/
CaM regulation of cell survival appears to be medi-
ated by CaMKII, as its specific inhibitor KN-62
mimics the effects of CaM antagonists. Therefore, it
seems unlikely that CaM-dependent activities other
than CaM kinases (i.e., calcineurin) are recruited by
serum withdrawal to accomplish its trophic effects in
AD cells. In agreement with this observation, it was
reported that inhibition of this kinase rendered
resistant glioma cells sensitive to FAS-mediated
apoptosis [42]. The protective effect of CaM against
serum withdrawal-induced apoptosis requires extrac-
ellular Ca®", indicating that Ca®" influx is critical for
survival under serum deprivation. In contrast, the
presence of the intracellular Ca*" chelator, BAPTA,
did not influence the survival of either control or AD
cells; however, it has to be taken into account that the
buffering capacity of BAPTA may be overwhelmed
with time [43].

On the other hand, inhibition of ERKs protected
control cells from serum withdrawal-induced apop-
tosis and blocked the apoptotic effects of CaM
antagonists in AD cells (Fig. 7). Therefore, it seems
that CaM has a critical role as mediator of cell survival
by regulating the activity of the ERK pathway.
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Figure 10. Persistent activation of ERKs by serum
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Previous reports indicated that the kinetics and
duration of ERK activation are important factors in
determining the cellular response [30-32]. In fact, we
observed an enhanced and transient activation of
ERK in AD lymphoblasts in the presence of serum
(Fig. 8), whereas serum deprivation induced a sus-
tained phosphorylation (although lower than in con-
trol cells) of ERKs (Fig. 10). Whether there is serum
or not, AD cells proliferate at higher rates or show a
decreased degree of cell death [15]. Our results are in
consonance with previous work in which a persistent
activation of ERK was associated with cell cycle arrest
and apoptosis in different cell types [44—46]. Both the
transient and the sustained activation of ERK1/2 in
the presence or in the absence of serum are sensitive to
CaM antagonists or CaMKII inhibitors. Under trophic
factor deprivation, CaM appears to down-regulate the
sustained ERK activation. Several lines of evidence
support this idea: (i) ERK1/2 phosphorylation is
markedly decreased in AD cells, in which enhanced
CaM signaling has been previously reported [13, 14];
(ii) CaM antagonists restored ERK activity of AD
lymphoblasts to levels similar to those of control cells;
and (iii) CaM antagonists failed to sensitize AD cells
to apoptosis induced by serum withdrawal in the
presence of PD98059. Thus, this study reveals that the

Ca’'/CaM and ERK pathways interact and, together,
regulate the cellular response to the trophic support
availability.

Interactions between these two pathways have been
previously described in multiple cell systems. For
example, it was reported that pharmacological inhib-
ition of CaM decreased EGF-induced MAPK activity
[47], or that CaMKII modulates integrin-stimulated
ERK activation in thyroid TAD-2 cells [48]. It has also
been described that Ca*'/CaM may down-regulate
ERK phosphorylation in 3T3 Swiss cells [49]. There-
fore, it is clear from these observations and the results
of this study that Ca®’/CaM signal may produce
opposite effects depending on the cell type or the
cell status context.

Several mechanisms for Ca®*/CaM modulation of
ERK activity have been reported. For example, it
was shown in thyroid cancer cells that CaMKII
associate and phosphorylate Raf-1, contributing to
ERK activation [48]. On the other hand it was
reported that CaM negatively regulate the Ras/Raf/
MEK/ERK pathway in fibroblasts [50]. In vitro,
CaMKII can activate synGAP [51], a Ras inhibitory
GTPase expressed in neurons [52], which may
inhibit ERK activation. Whether there are similar
mechanisms operative in human lymphocytes and
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Figure 11. Serum deprivation-induced death of AD lymphoblasts
following transfection with constitutively active MEK1 construct.
AD lymphoblasts were transiently transfected with pcDNA3 or
pcDNA-MEKI constructs as described in the Methods. At 16 h
after nucleofection, cells were seeded at a density of 1x10%ml,
deprived of serum and incubated for 24 h. Cell viability was then
determined by trypan blue exclusion under inverted phase-contrast
microscopy. The relative levels of activation of p42/p44 ERKs were
assessed by Western blot analysis. The experiment was performed
twice with different cell lines with similar results, and one of the
experiments is shown.

impaired in AD patients will need further inves-
tigation.

Alternatively, the Ca*"/CaM signaling pathway may
also regulate cell death/survival by increasing the
activity of the Na®/H" exchanger as previously
reported [13]. An increase in intracellular pH is
known to be protective against apoptosis [53].
Previous reports indicated that ERK1/2 pathway is
actively involved in the pathogenesis of AD [54]. This
signaling pathway is known to play a critical role in
hippocampal synaptic plasticity and the processes of
learning and memory [55]. Thus, the abnormal
activated pathway in the hippocampus in AD may
specifically impair hippocampal functions and con-
tribute to the memory deficits of AD patients. ERK1/2
activation has been shown in degenerative neurons
[56], and an association between phosphorylated
ERK1/2 and neurofibrillary tangles has been demon-
strated in human brain [57]. In vitro, ERK1/2 can be
activated by -amyloid and phosphorylate tau protein
[58, 59].

Interestingly, deregulation of ERK1/2 activation has
been also detected in fibroblasts from AD patients
[60, 61]. Thus, together, these observations and our
results showing a reduced activation of ERK pathway
by serum deprivation in AD lymphoblast add further
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support to the idea that AD has systemic expression at
cellular and molecular levels.

In summary, this study reveals a functional relation-
ship between Ca’"/CaM and ERKSs in serum-induced
signaling in immortalized lymphocytes, controlling
cell fate (death or survival) depending on growth
factor availability. The enhanced signaling through
Ca’"/CaM in AD cells seems to protect them from
apoptosis by down-regulating the persistent activation
of ERK1/2 induced by serum deprivation.

This mechanism might represent an adaptative re-
sponse for AD cells that are exposed to chronic stress.
It has been considered that susceptible neurons in AD
survive for long time in a compromised way by
delaying the apoptotic process, a mechanism termed
abortosis or abortive apoptosis [62, 63].

Although AD-associated changes detected in periph-
eral cells might not reflect exactly those in the AD
brain, a Ca*"/CaM-dependent modulation of ERK1/2
pathway in response to both mitogenic stimuli or
cellular stressors, could provide an explanation for the
relationship between cellular stress and unscheduled
cell cycle entry observed in susceptible neurons in AD
[64]. In fact these two events seem to be necessary and
invariant features of AD as proposed by the “two-hit”
hypothesis [64, 65].

Acknowledgements. We thank Dr. Gonzalez-Manchén and A. Jaio
for help with the transfection experiments. This work has been
supported by grants from the Spanish Fondo de Investigaciones
Sanitarias (FIS P1040312). F.B. holds a contract of the CSIC (I3P
program). N.C. and U.M. are fellows from the Fondo de Inves-
tigaciones Sanitarias de la Seguridad Social and Ministerio de
Educacién y Ciencia, respectively.

1 McShea, A., Harris, P. L. R, Webster, K. R., Wahl, A. F. and
Smith, M. A. (1997) Abnormal expression of the cell cycle
regulators P16 and CDK4 in Alzheimer’s disease. Am. J.
Pathol. 150, 933 - 939.

2 Nagy, Z. S., Esiri, M. M. and Smith, A. D. (1998) The cell
division cycle and the pathophysiology of Alzheimer’s disease.
Neuroscience 87, 731 — 739.

3 Busser, J., Geldmacher, D. S. and Herrup, K. (1998) Ectopic
cell cycle proteins predict the sites of neuronal cell death in
Alzheimer’s disease brain. J. Neurosci. 18, 2801 — 2807.

4 Copani, A., Uberti, D., Sortino, M. A., Bruno, V., Nicoletti, F.
and Memo, M. (2001) Activation of cell-cycle-associated
proteins in neuronal death: a mandatory or dispensable
path? Trends Neurosci. 24, 25 — 31.

5 Yang, Y. Geldmacher, D. S. and Herrup, K. (2001) DNA
replication precedes neuronal cell death in Alzheimer’s
disease. J. Neurosci. 21, 2661 — 2668.

6 Tatebayashi, Y., Takeda, M., Kashiwagi, Y., Okaochi, M.,
Kurumadani, T., Sekiyama, A., Kanayama, Q., Hariguchi, S.
and Nishimura, T. (1995) Cell-cycle-dependent abnormal
calcium response in fibroblasts from patients with familial
Alzheimer’s disease. Dementia 6, 9 — 16.

7 Stieler, J. T., Lederer, C., Bruckner, M. K., Wolf, H., Holzer,
M., Gertz, H. J. and Arendt, T. (2001) Impairment of mitogenic
activation of peripheral blood lymphocytes in Alzheimer’s
disease. Neuroreport 12, 3969 — 3972.



Cell. Mol. Life Sci.

8

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

10

21

22

23

24

25

26

27

Nagy, Z.S., Combrinck, M., Budge, M. and McShane, R. (2002)
Cell cycle kinesis in lymphocytes in the diagnosis of Alzheim-
er’s disease. Neurosci. Lett. 317, 81 — 84.

Dolman, C. L. (1984) Diagnosis of neurometabolic disorders
by examination of skin biopsies and lymphocytes. Semin.
Diagn. Pathol. 1, 82 - 97.

Neitzel, H. (1986) A routine method for the establishment of
permanent growing lymphoblastoid cell lines. Hum. Genet. 73,
320 - 326.

Beatty, P. R., Krams, S. M. and Martinez, O. M. (1997)
Involvement of IL-10 in the autonomous growth of EBV-
transformed B cell lines. J. Immunol. 158, 4045 — 4051.
Minami, R., Watanabe, Y., Kudoh, T., Suzuki, M., Oynagi, K.,
Orii, T. and Nakao, T. (1978) Lysosomal acid hydrolases in
established lymphoblastoid cell lines transformed by Epstein-
Barr virus, from patients with genetic lysosomal storage
diseases. Hum. Genet. 44. 79 - 87.

Urcelay, E., Ibarreta, D., Parrilla, P., Ayuso, M. S. and Martin-
Requero, A. (2001) Enhanced proliferation of lymphoblasts
from patients with Alzheimer dementia associated with calm-
odulin-dependent activation of the Na*/H* exchanger. Neuro-
biol. Dis. 8, 289 — 298.

Cuevas, N., Urcelay, E., Hermida, O. G., Saiz-Diaz R. A.,
Bermejo, F., Ayuso, M. S. and Martin-Requero, A. (2003) Ca*"/
calmodulin-dependent modulation of cell cycle elements pRb
and p279"! involved in the enhanced proliferation of lympho-
blasts from patients with Alzheimer dementia. Neurobiol.
Dis. 13,254 - 263.

Cuevas, N., Muioz, U., Hermida, O. G. and Martin-Requero,
A. (2005) Altered transcriptional regulators in response to
serum in immortalized lymphocytes from Alzheimer’s disease
patients, Neurobiol. Aging 26, 615 — 624.

Ibarreta, D., Gomez-Isla T., Portera-Sanchez, A., Parrilla, R.,
and Ayuso, M. S. (1995) Apolipoprotein E genotype in Spanish
patients of Alzheimer’s or Parkinson’s disease. J. Neurol.
Sci. 14, 146 — 149.

Ibarreta, D., Urcelay, E., Parrilla, R. and Ayuso, M. S. (1998)
Distinct pH homeostatic features in lymphoblasts from Alz-
heimer’s disease patients. Ann. Neurol. 44, 216 —222.
Koistinen, P. (1987) Human peripheral blood and bone marrow
cell separation using density gradient centrifugation on Lym-
phoprep and Percoll in haematological diseases. Scand. J. Clin.
Lab. Invest. 47,709 — 714.

Mitsiades, N., Mitsiades, C. S., Poulaki, V., Chauhan, D.,
Richardson, P. G., Hideshima, T., Munshi, N., Treon, S. P. and
Anderson, K. C. (2002) Biologic sequelae of nuclear factor-
kappaB blockade in multiple myeloma: therapeutic applica-
tions. Blood 99, 4079 — 4086.

Krishan, A. (1975) Rapid flow cytofluorometric analysis of
mammalian cell cycle by propidium iodide staining. J. Cell
Biol. 66, 188 - 193.

Gavrieli, Y., Sherman, Y. and Ben-Sasson, S. A. (1992)
Identification of programmed cell death in situ via specific
labeling of nuclear DNA fragmentation. J. Cell Biol. 119,493 —
501.

Zhong, L. T., Kane, D. J. and Bredesen, D. E. (1993) BCL-2
blocks glutamate toxicity in neural cell lines. Brain Res. Mol.
Brain Res. 19, 353 — 355.

Cross, T. G., Scheel-Toellner, D., Henriquez, N. V., Deacon, E.,
Salmon, M. and Lord, J. M. (2000) Serine/threonine protein
kinases and apoptosis. Exp. Cell Res. 256, 34 — 41.

Braszil, D. P., Park, J. and Hemmings, B. A. (2002) PKB binding
proteins. Getting in on the Akt. Cell 111, 293 - 303.

Johnson, G. L. and Lapadat, R. (2002) Mitogen-activated
protein kinase pathways mediated by ERK, JNK, and p38
protein kinases. Science 298, 1911 — 1912.

Vlahos, C. J., Matter, W. F., Hui, K. Y. and Brown, R. F. (1994)
A specific inhibitor of phosphatidylinositol 3-kinase, 2-(4-
morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (LY294002).
J. Biol. Chem. 269 5241 — 5248.

Frantz, B., Klatt, T., Pang, M., Parsons, J., Rolando, A.,
Williams, H., Tocci, M. J., O’Keejfe, S. J. and O’Neill, E. A.

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

4

43

Research Article 11

(1998) The activation state of p38 mitogen-activated protein
kinase determines the efficiency of ATP competition for
pyridinylimidazole inhibitor binding, Biochemistry 37, 13846 —
13853.

Dudley, D. T., Pang, L., Decker, S. J., Bridges, A. J. and Saltiel,
A. R. (1995) A synthetic inhibitor of the mitogen-activated
protein kinase cascade, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 7686 —
7689.

Muiioz, U., Bartolomé, F., Bermejo, F. and Martin-Requero,
A. (2007) Enhanced proteasome-dependent degradation of the
CDK inhibitor p27kipl in immortalized lymphocytes from
Alzheimer’s dementia patients. Neurobiol.  Aging.
Doi:10.1016/j.neurobiolaging.2007.03.013.

Famularo, G., Giacomelli, R., Alesse, E., Cifone, M. G.,
Morrone, S., Boirivant, M., Danese, C., Perego, M. A.,
Santoni, A. and Tonietti, G. (1989) Polyclonal B lymphocyte
activation in progressive systemic sclerosis. J. Clin. Lab.
Immunol. 29, 59 - 63.

Marshall, C. J. (1995) Specificity of receptor tyrosine kinase
signaling: Transient versus sustained extracellular signal-
regulated kinase activation. Cell 80, 179 — 185.

Pouysségur, J., Volmat, V. and Leonormand, P. (2002) Fidelity
and spatio-temporal control in MAP kinase (ERKs) signaling.
Biochem. Pharmacol. 64, 755 — 763.

Morocz, M., Kédlman, J., Juhasz, A., Sinké, 1., McGlynn, A. P.,
Downes, C., Janka, Z. and Raskd, I. (2002) Elevated levels of
oxidative DNA damage in lymphocytes from patients with
Alzheimer’s disease. Neurobiol. Aging 23, 47 — 53.

Uberti, D., Carsana, T., Bernardi, E., Rodella, L., Grigolato,
P., Lanni, C., Racchi, M., Govoni, S. and Memo M. (2002)
Selective impairment of p53-mediated cell death in fibroblasts
from sporadic Alzheimer’s disease patients. J. Cell Sci. 115,
3131 -3138.

Naderi, J., Lopez, C. and Pandey, S. (2006) Chronically
increased oxidative stress in fibroblasts from Alzheimer’s
disease patients causes early senescence and renders resistance
to apoptosis by oxidative stress. Mech. Ageing Dev. 127, 25 —
3s.

Schindowsli, K., Krazsch, T., Peters, J., Steiner, B., Leutner, S.,
Touchet, N., Maurer, K., Czech, C., Pradier, L., Frolich, L.,
Muller, W. E. and Eckert, A. (2003) Impact of aging: sporadic,
and genetic risk factors on vulnerability to apoptosis in
Alzheimer’s disease. Neuromol. Med. 4, 161 — 178.
Mohammad Abdul, H., Sultana, R., Keller, J. N., St Clair, D.
K., Markesbery, W. R. and Butterfield, D. A. (2006) Mutations
in amyloid protein and presenilin-1-genes increase the basal
oxidative stress mediated by amyloid beta-peptide (1 —42).
HO and kainic acid: implications for Alzheimer’s disease. J.
Neurochem. 96, 1322 — 1335.

Yano, S., Tokumitsu, H. and Soderling, T. R. (1998) Calcium
promotes cell survival through CaM-K kinase activation of the
protein-kinase-B pathway. Nature 396, 584 — 587.

Egea, J., Espinet, C., Soler, R. M., Dolcet, X., Yuste V. J.,
Encinas, M., Iglesias, M., Rocamora, N. and Comella, J. X.
(2001) Neuronal survival induced by neurotrophins requires
calmodulin. J. Cell Biol. 154, 585 — 597.

Cheng, A., Wang, S., Yang, D., Xiao, R. and Mattson, M. P.
(2003) Calmodulin mediates brain-derived neurotrophic factor
cell survival signaling upstream of Akt kinase in embryonic
neocortical neurons. J. Biol. Chem. 278, 7591 — 7599.

Deb, T. B., Coticchia, C. M. and Dickson, R. B. (2004)
Calmodulin-mediated activation of Akt regulates survival of c-
Myc-overexpressing mouse mammary carcinoma cells. J. Biol.
Chem. 279, 38903 — 38911.

Yang, B. F., Xiao, C., Roa, H. W., Krammer, P. H. and Hao, C.
(2003) Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II regu-
lation of c-FLIP expression and phosphorylation in modulation
of Fas-mediated signaling in malignant glioma cells. J. Biol.
Chem. 278, 7043 — 7050.

Yao, Y. and Tsien, R. Y. (1997) Calcium current activated by
depletion of calcium stores in Xenopus oocytes. J. Gen.
Physiol. 109, 703 - 715.



12

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

F. Bartolomé et al.

Wang, X. Martindale, J. L., and Holbrook, N. J. (2000)
Requirement for ERK activation in cisplatin-induced apopto-
sis. J. Biol. Chem. 275, 39435 —39443.

Tang, D., Wu, D., Hirao, A., Lahthi, J. M., Liu, L., Mazza,
B., Kidd, V. J., Mak, T. W. and Ingram, A. J. (2002) ERK
activation mediates cell cycle arrest and apoptosis after
DNA damage independently of p53. J. Biol. Chem. 277,
12710-12717.

Choi, B. K., Choi C. H., Oh, H. L., and Kim, Y. K. (2004) Role
of ERK activation in cisplatin-induced apoptosis in A172
human glioma cells. Neurotoxicology 25, 915 — 924.

Tebar, F., Llado, A. and Enrich, C. (2002) Role of calmodulin in
the modulation of the MAPK signalling pathway and the
transactivation of epidermal growth factor receptor mediated
by PKC. FEBS Lett. 517, 206 — 210.

Illario, M., Cavallo, A. L., Bayer, K. U., Di Matola, T., Fenzi,
G., Rossi, G. and Vitale, M. (2003) Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase II binds to Raf-1 and modulates
integrin-stimulated ERK activation. J. Biol. Chem. 278,
45101 — 45198.

Bosch, M., Gil, J., Bachs, O. and Agell, N. (1998) Calmodulin
inhibitor W13 induces sustained activation of ERK2 and
expression of p21(cip1). J. Biol. Chem. 273, 22145 — 22150.
Villalonga, P., Lopez-Alcala, C., Boch, M., Chiloeches, A.,
Rocamora, N., Gil, J., Marais, R., Marshall, C. J., Bachs, O. and
Agell,N. (2001) Calmodulin binds to K-Ras, but not to H- or N-
Ras, and modulates its downstream signaling. Mol. Cell.
Biol. 21, 7345 - 7354.

Oh, J. S., Manzerra, P. and Kennedy, M. B. (2004) Regulation of
the neuron-specific Ras GTPase-activating protein, synGAP,
by Ca®'/calmodulin-dependent protein kinase II. J. Biol.
Chem. 279, 17980 — 17988.

Kim, J. H., Liao, D., Lau, L. F. and Huganir, R. L (1998)
SynGAP: a synaptic RasGAP that associates with the PSD-95/
SAPI0 protein family. Neuron 20, 683 — 691.

Perez-Sala, D., Collado-Escobar, D. and Mollinedo F. (1995)
Intracellular alkalinization suppresses lovastatin-induced
apoptosis in HL-60 cells through the inactivation of a pH-
dependent endonuclease. J. Biol. Chem. 270, 6235 — 6242.
Zhu, X., Lee, H. G., Raina, A. K., Perry, G. and Smith, M. A.
(2002) The role of mitogen-activated protein kinase pathways
in Alzheimer’s disease. Neurosignals 11, 270 — 281.

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

Disregulation of apoptosis in AD lymphoblasts

Derkinderen, P., Enslen, H. and Girault, J. A. (1999) The ERK/
MAP-kinases cascade in the nervous system. Neuroreport 10
R24-R34.

McShea, A., Zelasko, D. A., Gerst, J. L. and Smith, M. A.
(1999) Signal transduction abnormalities in Alzheimer’s dis-
ease: evidence of a pathogenic stimuli. Brain Res. 815, 27 —
242.

Knowles, R. B., Chin, J., Ruff, C. T. and Hyman, B. T. (1999)
Demonstration by fluorescence resonance energy transfer of a
close association between activated MAP kinase and neuro-
fibrillary tangles: implications for MAP kinase activation in
Alzheimer disease. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 58. 1090—1098.
Wei, W., Wang, X. and Kusiak, J. W. (2002) Signaling events in
amyloid beta-peptide-induced neuronal death and insulin-like
growth factor I protection. J. Biol. Chem. 277, 17849 — 17656.
Pei, J. J., Braak, H., An, W-L., Winblad, B., Cowburn, R. F.,
Igbal K. and Grundke-Igbal, I. (2002) Up-regulation of
mitogen-activated protein kinases ERK1/2 and MEK1/2 is
associated with the progression of neurofibrillary degeneration
in Alzheimer’s disease. Brain Res. Mol. Brain Res. 109, 45 - 55.
Zhao, W. Q., Ravindranath, L., Mohamed, A. S., Zohar, O.,
Chen, G. H., Lyketsos, C. G., Etcheberrigaray, R. and Alkon,
D. L. (2002) MAP kinase signaling cascade dysfunction specific
to Alzheimer’s disease in fibroblasts. Neurobiol. Dis. 11, 166 —
183.

Khan, T. K. and Alkon, D. L. (2006) An internally controlled
peripheral biomarker for Alzheimer’s disease: Erkl and Erk2
responses to the inflammatory signal bradykinin. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 103, 13203 - 13207.

Raina, A. K., Zhu, X., Shimohama, S., Perry, G. and Smith, M.
A. (2003) Tipping the apoptotic balance in Alzheimer’s
disease: The abortosis concept. Cell Biochem. Biophys. 39,
249 - 255.

Jellinger, K. A. (2006) Challenges in neuronal apoptosis. Curr.
Alzheimer Res. 3, 377 — 391.

Zhu, X., Castellani, R. J., Takeda, A., Nunomura, A., Atwood,
C.S., Perry, G. and Smith, M. A. (2001) Differential activation
of neuronal ERK, JNK/SAPK and p38 in Alzheimer disease:
the ’two hit” hypothesis. Mech. Ageing Dev. 123 39 — 46.

Zhu, X., Raina, A. K., Perry, G. and Smith, M. A. (2004)
Alzheimer’s disease. The two-hit hypothesis. Lancet Neurol. 3,
219 - 226.

To access this journal online:
http://www.birkhauser.ch/CMLS



http://www.birkhauser.ch/CMLS

aSpet.’ PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS plg:8

0022-3565/08/3241-352-359$20.00
THE JOURNAL OF PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS

Copyright © 2008 by The American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics

JPET 324:352-359, 2008

Vol. 324, No. 1
128959/3287079
Printed in U.S.A.

HMG-CoA Reductase Inhibitor Simvastatin Inhibits Cell Cycle
Progression at the G;/S Checkpoint in Immortalized
Lymphocytes from Alzheimer’s Disease Patients Independently

of Cholesterol-Lowering Effects

Simone G. Sala, Ursula Mufioz, Fernando Bartolomé, Félix Bermejo, and

Angeles Martin-Requero

Department of Cellular and Molecular Pathophysiology, Centro de Investigaciones Bioldgicas, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Madrid, Spain (S.G.S., U.M., F.B., A.M.R.); and Hospital Doce de Octubre, Madrid, Spain (F.B.)

Received July 19, 2007; accepted October 9, 2007

ABSTRACT

Recent work has suggested that statins may exert beneficial
effects on patients suffering from Alzheimer’s disease (AD). The
pharmacological effects of statins extend beyond their choles-
terol-lowering properties. Based on the antineoplastic and
apoptotic effects of statins in several cell types, we hypothe-
sized that statins may be able to protect neurons by controlling
the regulation of cell cycle. A growing body of evidence indi-
cates that neurodegeneration involves the activation of cell
cycle machinery in postmitotic neurons. We and others have
presented direct evidence to support the hypothesis that the
failure of cell cycle control is not restricted to neurons in AD
patients, but that it occurs in peripheral cells as well. For these

reasons, we found it worthy to study the role of simvastatin on
cell proliferation in immortalized lymphocytes from AD patients.
We report here that simvastatin (SIM) inhibits the serum-medi-
ated enhancement of cell proliferation in AD by blocking the
events critical for G,/S transition. SIM induces a partial block-
ade of retinoblastoma protein phosphorylation and inhibition of
cyclin E/cyclin-dependent kinase (CDK)2 activity associated
with increased levels of the CDK inhibitors p21<'P" and p27*iF1.
These effects of SIM on AD lymphoblasts are dependent on
inhibition of the proteasome-mediated degradation of p21 and
p27 proteins. The antiproliferative effect of this natural statin
may provide a therapeutic approach for AD disease.

Statin therapy is a widely used treatment for hypercholes-
terolemia, reduces the risk of stroke, and improves cardio-
vascular functions (Farnier and Davignon, 1998). The statin
family of drugs is competitive inhibitors of HMG-CoA reduc-
tase, the rate-limiting enzyme in the synthesis of cholesterol
(Corsini et al., 1995), which converts HMG-CoA to meval-
onate (MEV).

In the last decade, epidemiological, clinical, and experi-
mental evidence has accumulated that links cholesterol to
the development of AD, and recent studies showed that sta-
tin therapy might be of benefit in treating AD (Wolozin,
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2004), although the efficacy of statins at slowing the cogni-
tive decline and the progression of AD remains controversial.
The link between cholesterol and AD is not surprising be-
cause the brain is the most cholesterol-rich organ, and dis-
turbances in cholesterol homeostasis have been found asso-
ciated with all major neuropathological features of AD
(Shobab et al., 2005). Data from the Canadian Study of
Health and Aging revealed a 74% reduced risk of developing
AD in statin users compared with the total population (Rock-
wood et al., 2002). In other studies, a reduction in the risk of
AD was observed in patients treated with statins compared
with those receiving other medications typically used in car-
diovascular disease (Wolozin et al., 2000), suggesting that
statins in particular, rather than low cholesterol levels or
lipid-lowering agents in general, are responsible for the re-
duction in the risk of AD.

A number of nonlipid-dependent or pleiotropic effects of
statins have been reported (Takemoto and Liao, 2001). By

ABBREVIATIONS: AD, Alzheimer’s disease; MEV, mevalonate; FPP, farnesyl pyrophosphate; GGPP, geranylgeranyl pyrophosphate; EBV,
Epstein-Barr virus; Z-VAD-FMK, benzyloxy-carbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone; pRb, retinoblastoma protein; CDK, cyclin-dependent ki-
nase; SQ, squalene; FBS, fetal bovine serum; PI, propidium iodide; SIM, simvastatin; MG132, N-benzoyloxycarbonyl (2)-Leu-Leu-leucinal.

352

6002 ‘gz |udy uo seaibgjoig sauoioebinsanu] ap oua) - IS 1e Hio'sjeusnofiadsead! wol papeojumoq


http://jpet.aspetjournals.org

aspet.’ PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS plg:8

preventing the synthesis of isoprenoid intermediates such as
farnesyl pyrophosphate (FPP) and geranylgeranyl pyrophos-
phate (GGPP) in the mevalonate pathway, statins may alter
the subcellular localization and function of multiple proteins,
including protein kinases, the subunit of trimeric G proteins,
and Ras and Ras-related GTPases (Danesh et al., 2002).
Pleiotropic effects of statins include anti-inflammatory prop-
erties as well as antiproliferative and proapoptotic effects
(Koyuturk et al., 2004), all of these potentially relevant in
treating AD. Growing evidence suggests that neuronal cell
cycle regulatory failure, leading to apoptosis, may be a sig-
nificant component of the AD pathogenesis (Herrup et al.,
2004; Nagy, 2005). Neuronal changes supporting alteration
on cell cycle control in the etiology of AD include the ectopic
expression of cell cycle markers, or cytoskeletal alterations
(Busser et al., 1998; Copani et al., 2001; Nagy, 2005). More-
over, it was reported that a significant number of hippocam-
pal pyramidal and basal forebrain neurons in AD brain have
undergone full or partial DNA replication (Yang et al., 2001).
These events occur early in the progression of AD (Yang et
al., 2003; Yang and Herrup, 2007), suggesting that cell cycle-
induced death is a central mechanistic feature of the disease.
There is an expanding body of evidence supporting the ability
of some statins to exert direct antiproliferative and proapop-
totic effects on various types of human cells (Katz, 2005). On
these grounds, we have considered the possibility that the
beneficial effects of statin therapy in AD could be related to
their ability to interfere with cell cycle machinery. To this
aim, we have investigated the effects of simvastatin, a li-
pophilic statin, on the distinct features of control of cell
proliferation in lymphoblasts derived from late-onset AD pa-
tients. Previous work from this and other laboratories has
demonstrated that cell cycle regulatory deficit is not re-
stricted to neurons in AD; it is also observed in peripheral
cells such as lymphocytes or fibroblasts (Tatebayashi et al.,
1995; Nagy et al., 2002; de las Cuevas et al., 2003), thus
providing a useful tool to study the involvement of cell cycle-
related events in the pathogenesis of AD. A number of stud-
ies have found AD-specific changes in molecules and signal-
ing pathways in peripheral lymphocytes that mirror changes
in the brain (Eckert et al., 1998; Nagy et al., 2002; Murioz et
al., 2007). Moreover, these cells have also been used to study
molecular changes in response to therapy in AD (Casade-
mont et al., 2003; Reale et al., 2005). Conversely, Epstein-
Barr virus (EBV) infection in vitro causes transformation
of B cells and generates B-lymphoblastoid cell lines that re-
semble activated B cells (Neitzel, 1986). In fact, we have
previously demonstrated identical cellular response to serum
addition or withdrawal in peripheral lymphocytes or EBV-
transformed lymphocytes from control and AD patients
(Bartolomé et al., 2007; Munoz et al., 2007). Taken together,
these reports support a rationale for the use of peripheral
cells, and in particular EBV lymphoblasts from AD patients
as a model to further understand disease biology, progres-
sion, and therapeutic actions.

We report here that simvastatin selectively blocked the
serum-enhanced proliferation of lymphoblasts from AD pa-
tients by regulating critical events of the G,/S transition,
suggesting potential additional molecular targets for the clin-
ical efficacy of this drug in treating AD.

Simvastatin Inhibits Cell Proliferation in AD Lymphoblasts
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Materials and Methods

Materials

All components for cell culture were obtained from Invitrogen
(Carlsbad, CA). Radioactive compounds were purchased from GE
Healthcare (Uppsala, Sweden). Simvastatin and the caspase inhib-
itor benzyloxy-carbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone (Z-VAD-
FMK) were purchased from Calbiochem (Darmstadt, Germany).
Polyvinylidene difluoride membranes for Western blots were pur-
chased from Bio-Rad (Hercules, CA). Mouse monoclonal antibody
anti-human
p27 was obtained from BD Biosciences Transduction Laboratories
(Erembodegem, Belgium). Rabbit anti-human p27 (sc-528), anti-ret-
inoblastoma protein (pRb) (sc-500), anti-p21 (sc-397), anti-cyclin E
(sc-198), and anti-cyclin-dependent kinase (CDK)2 (sc-748) were ob-
tained from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). The
enhanced chemiluminescence system and radioactive compounds
were from GE Healthcare. Mevalonate, geranylgeranyl pyrophos-
phate, farnesyl pyrophosphate, squalene (SQ), histone H1, and anti-
B-actin antibody were obtained from Sigma-Aldrich (Alcobendas,
Spain). All other reagents were of molecular grade.

Source of Cell Lines

EBV-immortalized lymphocytes from 20 late-onset AD patients
(mean age = S.D., 75.6 = 7) and 20 nondemented age-matched
individuals were selected from the cell lines present in our cell
repository. The diagnosis of probable Alzheimer was made in the
Department of Neurology of the University Hospital Doce de Octubre
(Madrid, Spain) according to National Institute of Neurological and
Communicative Diseases and Stroke-Alzheimer’s Disease and Re-
lated Disorders Association criteria. The frequency of the apolipopro-
tein E4 allele was found to be 3% in the control group and 39% in the
AD group in agreement, with values previously reported for the
normal and AD population of Spain (Ibarreta et al., 1995) and con-
sistent with the late-onset form of AD.

All study protocols were approved by the Spanish Council of
Higher Research Institutional Review Board, and they are in accor-
dance with National and European Union Guidelines. In all cases,
peripheral blood samples were taken after written informed consent
of the patients or their relatives.

Culture of Human Lymphoblasts

Cells were grown in suspension in T flasks in an upright position,
in approximately 10 ml of RPMI 1640 medium (Invitrogen) medium
that contained 2 mM L-glutamine, 100 mg/ml penicillin/streptomy-
cin, and, unless otherwise stated, 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS).
Flasks were maintained in a humidified 5% CO, incubator at 37°C.
Fluid was routinely changed every 2 days by removing the medium
above the settled cells and replacing it with an equal volume of fresh
medium.

Determination of Cell Proliferation

Proliferation was determined by cell counting in a Neubauer
chamber. EBV-immortalized lymphoblasts from control and AD in-
dividuals were seeded at an initial cell concentration of 1 X 10°
cells/ml. Cells were serum-starved for 24 h. The next day, cells were
stimulated by adding 10% FBS. Cells were enumerated every day
thereafter. Potential toxicity of the reagents used was routinely
checked by trypan blue exclusion under inverted phase-contrast
microscopy.

Flow Cytometric Analysis

Exponentially growing cultures of cell lines were seeded at an
initial concentration of 1 X 10° cells/ml. Forty-eight hours later, cells
were analyzed in an EPICS-XL cytofluorimeter (Coulter Cientifica,
Mostoles, Spain). An apoptosis detection kit that measured phospha-
tidylserine and propidium iodide (PI) was purchased from BD Bio-
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sciences PharMingen (San Diego, CA). The assay was conducted
following manufacturer directions. Cells were analyzed for phospha-
tidylserine exposure/PI exclusion by staining with fluorescein iso-
thiocyanate-annexin V and PI.

Immunological Analysis

Cell Extracts. To prepare whole cell extracts, cells were har-
vested, washed in phosphate-buffered saline, and then lysed in ice-
cold lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, and
1% Nonidet P-40), containing 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM sodium pyrophosphate, and
protease inhibitor Complete Mini Mixture (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). The protein content of the extracts was de-
termined by the Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad).

Western Blot Analysis. Whole cell extracts (50—-100 ug) were
fractionated on an SDS-polyacrylamide gel and then transferred to
polyvinylidene difluoride membrane (Immobilon-P; Millipore Corpo-
ration, Billerica, MA). The amount of protein and the integrity of
transfer were verified by staining with Ponceau-S solution (Sigma-
Aldrich). The filters were then blocked with nonfat milk or bovine
serum albumin, and they were incubated overnight at 4°C, with
primary antibodies from Santa Cruz at the following dilutions: 1:500,
anti-pRb; 1:500, anti-p27; 1:500, anti-p21; 1:500, anti-cyclin E; and
1:2000, anti-B-actin. Signals from the primary antibodies were am-
plified using species-specific antisera conjugated with horseradish
peroxidase (Sigma-Aldrich) and detected with a chemiluminescence
substrate detection system (ECL; GE Healthcare). Blots were
stripped and reprobed with anti-B-actin as a protein loading control.
The relative protein levels were determined by scanning the bands
with a GS-800 imaging densitometer provided with the QuantityOne
4.3.1 software (Bio-Rad), normalized by that of B-actin. The specific-
ity of anti-p21 and anti-p27 antibodies was checked by using the
corresponding blocking peptide obtained from Santa Cruz Biotech-
nology, Inc. (sc-397-p and sc-528-p, respectively), following manufac-
turer’s directions.

Immunoprecipitation and Cyclin E/CDK2 Kinase Assay

Lymphoblasts from control and AD individuals were seeded at an
initial cell density of 1 X 10° cells/ml and incubated for 24 h. Protein
extracts (500 ug) were incubated with an antibody against cyclin E
for 2 h at 4°C, followed by an incubation with 20 ul of protein
G-Sepharose for 2 h. Samples were washed in kinase buffer (50 mM
KCl, 8 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol, 3 mM ATP, and 50 mM
HEPES, pH 7.4). The immune complexes were resuspended in 40 ul
of kinase buffer containing 0.2 ug/ul histone H1. [y->2P]JATP (10 wCi)
was added, and after shaking for 1 h at 37°C, the reaction was
stopped by addition of 10 ul of 6X SDS sample buffer. After boiling,
the samples were resolved in a 12% SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis, and the phosphorylated histone H1 was visualized by au-
toradiography. The amounts of histone H1 were detected by gel
staining with Coomassie.

Statistical Analysis

Unless otherwise stated, all data represent means + S.E. Statis-
tical analysis was performed on the Data Desk package, version 4.0,
for Macintosh. Statistical significance was estimated by the Stu-
dent’s t test, or, when appropriated, by analysis of variance followed
by the Scheffé post hoc analysis. Differences were considered signif-
icant at a level of p < 0.05.

Results

Simvastatin Causes Both Cell Growth Inhibition and
Apoptotic Cell Death. Figure 1 shows a time course anal-
ysis of the effect of increasing doses of simvastatin on rates of
proliferation, upon serum stimulation, of lymphoblasts from
control and AD patients. In agreement with previous reports

L NOI'IC
A —— (.5uM SIM B
1.OpM SIM
2.5 = —— 2, 50M SIM 5
CONTROL — 5. (JLM SIM

Cells x 10° x ml-!

0.5

T T T T T T
0 24 48 72 0 24 48 72

TIME (hours)

Fig. 1. Effect of increasing concentrations of SIM on proliferation of
lymphoblasts from normal and AD individuals. Lymphoblasts from con-
trol (A) and AD subjects (B) were seeded at an initial density of 1 X 10® X
ml~ ! in RPMI 1640 medium containing 10% FBS, in the presence of
increasing concentrations of SIM, and they were cultured for 3 days.
Every day thereafter, samples were taken for cell counting. Values shown
are the means + S.E. for six to eight independent experiments carried out
with different individuals.

from this laboratory (de las Cuevas et al., 2003; Murtioz et al.,
2005, 2007), the proliferative activity of AD lymphoblasts
was significantly higher than that of control cells. Treatment
of cells with simvastatin resulted in a significant inhibition of
cell growth of both control and AD lymphoblasts in a dose-
dependent manner. However, the sensitivity toward SIM
inhibitory action was higher in cells derived from AD sub-
jects. In these cell lines, the inhibitory action was observed at
the lowest concentration tested (0.5 uM) (Fig. 1B), whereas a
5-fold increase in the concentration of simvastatin is needed
to decrease the total cell number in control cultures (Fig. 1A).

We next assessed the percentage of cells showing charac-
teristics of apoptosis/necrosis following treatment with STM.
To this end, we performed a comparative analysis of annexin
V exposure/PI exclusion by flow cytometry. Only high con-
centrations of SIM, 5 uM, induced a significant increase in
the percentage of apoptotic and necrotic cells, both in control
and AD lymphoblasts (Fig. 2, right). In contrast, 1 uM SIM
did not have significant apoptotic or necrotic effects on AD
cells. Figure 2 (middle and left) shows that approximately
80% of cells remained viable after 72 h of serum stimulation
in the absence and in the presence of 1 uM SIM. These
results suggest that the blockade of the serum-induced in-
crease in the cell number of AD lymphoblasts, by low doses of
SIM, is due to inhibition of cell proliferation rather than the
consequence of cytotoxic or apoptotic effects.

Simvastatin Inhibits the Serum-Mediated Enhanced
Proliferation of AD Lymphoblasts. To further study the
antiproliferative action of SIM, 1 uM concentration was cho-
sen in subsequent experiments to obtain maximal differences
in the effect of SIM in AD cells without affecting proliferation
of control cells (Fig. 3). As shown in Fig. 3, the inhibitory
effect of simvastatin was time-dependent.

For determining the role of various isoprenoids derived
from MEV in regulating the inhibitory effect of simvastatin
on proliferation of AD lymphoblasts, cells were cotreated
with 1 uM SIM and MEV or various isoprenoid intermediar-
ies GGPP, FPP, and SQ. Figure 4 shows that MEV reversed
the inhibitory effect of SIM on cell proliferation. The cotreat-
ment of AD cells with GGPP and FPP, but not SQ, prevented
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Fig. 2. Flow cytometric analysis of the frac-
tion of viable, apoptotic, and necrotic cells
after treatment of AD lymphoblasts with
SIM. A, lymphoblasts from AD subjects were
seeded at an initial density of 1 X 10° X
ml~!, and they were cultured for 2 days in
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the action of SIM, suggesting that the modulatory effect of
SIM is dependent on GGPP and FPP and independent of
cholesterol synthesis.

Effects of Simvastatin on the Expression of Key Cell
Cycle Regulatory Proteins. Previous work from this lab-
oratory demonstrated that the serum-mediated enhance-
ment of AD cell proliferation is the consequence of altered
G,/S transition (de las Cuevas et al., 2003; Mufioz et al.,
2005). It was shown that serum induced an increase in the
expression levels and phosphorylation status of the pRb fam-
ily proteins in AD lymphoblasts. For this reason, we investi-
gated the effect of SIM on the activity of the cyclic E-depen-
dent kinase and on the phosphorylation of pRb in control and
AD lymphoblasts. Data in Fig. 5 confirm and extend our
previous finding (de las Cuevas et al., 2003), showing that
both levels and phosphorylation of pRb were increased in AD
lymphoblasts (Fig. 5). The SIM treatment did not alter sig-
nificantly the phosphorylation status of pRb in control cells,
but it partially prevented the serum-induced enhanced phos-
phorylation of pRb in lymphoblasts from AD patients (Fig. 5).
SIM inhibited the serum-mediated enhanced cyclin E/CDK2-
associated kinase activity in AD cells (Fig. 5).

The SIM-induced inhibition of cell proliferation and cyclin
E/CDK2 kinase in AD cells was not due to changes in the
expression levels of CDK2 and cyclin E (Fig. 6A), but it was

associated with an accumulation of the CDK inhibitors
p27¥iP and p21©iP! (hereafter p27 and p21, respectively).
SIM addition increased the content of these two proteins in
AD lymphoblasts, without changing the expression levels of
p27 and p21 in control cells (Fig. 6B).

Effect of SIM on Degradation of p21 and p27 Pro-
teins. As in other cell types, p21 is a short-lived protein in
human lymphoblasts (Fig. 7). Inhibition of protein synthesis
with cycloheximide leads to a rapid decrease in p21 levels,
with less than 50% remaining after 2 h. It is shown that p21
disappears faster in AD cells than in control lymphoblasts,
showing a shorter half-life of p21 (0.9 = 0.04 versus 1.7 =
0.12 h in control cells). Treatment of cells with SIM had no
effect on control cells, but it significantly reduced the rate of
decay of p21 levels on AD cells (Fig. 7). The cellular content
of B-actin was not affected by SIM treatment in control and in
AD cells (Fig. 7), thus making unlikely the possibility of a
direct interference with the activity of cellular proteases. In
agreement with a recent report from this laboratory (Munoz
et al., 2007), p27 degradation was enhanced in AD lympho-
blasts (Fig. 7). This protein has a longer half-life than p21 in
AD cells (approximately 12 h). As shown in Fig. 7, treatment
of AD cells with SIM increased the half-life of p27 protein to
values found for control cells (approximately 22 h).

Figure 8 shows that the effects of SIM on p21 and p27
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Fig. 3. Effect of SIM on the serum-mediated proliferative activity of
control and AD lymphoblasts. Lymphoblasts from control and AD sub-
jects were seeded at an initial density of 1 X 10° X ml~?, and they were
cultured for 3 days in the absence (Me,SO) or in the presence of 1 pM
SIM. Every day thereafter cells were enumerated. The percentage of cell
growth is shown after setting the growth of untreated cells as 100%.
Values shown are the means + S.E. for six to eight experiments carried
out with cells derived from different individuals. The mean values of cell
proliferation ranged from 1.7 to 1.92 and from 1.6 to 1.99 cells X 10° X
ml~! in control cells in the absence or in the presence of 1 uM SIM,
respectively. For AD cells, the corresponding values ranged from 2.02 to
2.43 and from 1.1 to 1.8 cells X 10° X ml™! in the absence or in the
presence of 1 uM SIM.
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Fig. 4. Modulatory effect of SIM on serum-induced cell proliferation in
AD lymphoblasts. Lymphoblasts from AD subjects were seeded at an
initial density of 1 X 10 X ml™', and they were cultured for 3 days in the
absence (Me,SO), or in the presence of 1 uM SIM alone or in combination
with 200 uM MEV, 5 uM GGPP, 5 uM FPP, or 5 uM SQ. Cell proliferation
was determined by enumeration of cells excluding trypan blue. The
percentage of cell proliferation is shown after setting the proliferation of
untreated cells as 100%. Values shown are the means * S.E. for four
experiments carried out with cells derived from different individuals. *,
p < 0.01, significantly different from untreated cells.

levels were completely prevented by cotreatment with cyclo-
heximide, indicating de novo protein synthesis is required for
its effects. SIM and the proteasome inhibitor MG132 had
similar effect on p21 and p27 accumulation, and no additive
effects were observed when added together (Fig. 8). In addi-
tion, the caspase inhibitor Z-VAD-FMK did not prevent the
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p<0.05
_ 200
T
u B
== 150 [J None
23 B siM
ié: . |_.
50

CONTROL AD

Fig. 5. Effects of SIM on phosphorylation status of pRb and cyclin
E/CDK2 kinase activity in control and AD lymphoblasts. A, lymphoblasts
from AD subjects were seeded at an initial density of 1 X 10° X ml~* and
incubated for 24 h in the absence (Me,SO) or in the presence of 1 uM SIM.
Hypo- and hyperphosphorylated pRb (ppRb) levels were determined by
Western blot. Representative Western blots are presented. B, control and
AD lymphoblasts were incubated in RPMI 1640 medium containing 10%
FBS for 24 h. Cell extracts were immunoprecipitated using anti-cyclin E
antibody, and they were assayed for kinase activity using histone H1 as
substrate. Phosphorylated histone H1 was visualized using autoradiog-
raphy. Levels of H1 were determined by gel staining with Coomassie. A
representative experiment is shown, whereas below the densitometric
analysis is presented. Data shown represent the means + S.E. for four
different experiments.

effect of SIM on p21 and p27 accumulation in AD cells. Taken
together, these results suggest that SIM inhibits the protea-
some-mediated degradation of p21 and p27 proteins.

Discussion

Recent evidence suggests that statin use is associated with
decreased risk for AD, although the mechanisms underlying
the apparent risk reduction are poorly understood. In the
present work, we have considered the possibility that the
benefit of statins treatment for AD patients is related to the
ability of these drugs to inhibit cell proliferation. This issue
has been addressed by carrying out a comparative study of
the influence of statin treatment on the proliferative activity
of EBV-immortalized lymphocytes from late-onset AD pa-
tients and age-matched nondemented individuals. Previous
work from this laboratory indicates that differences in the
proliferative activity and cell cycle regulatory proteins are
also found between untransformed lymphocytes from control
and AD subjects (Bartolomé et al., 2007; Munoz et al., 2007).

Incubation of lymphoblasts from AD patients and control
subjects, with increasing concentrations of SIM inhibited cell
growth and induced apoptosis in a dose-response-dependent
manner. AD cells were more sensitive to SIM than control
cells. At low doses (=1 uM), SIM selectively blunted the
serum-mediated enhancement of proliferation of AD lympho-
blasts, without altering the normal basal rates of prolifera-
tion. It is known that statin induced cell growth inhibition is
tumor cell-specific. Micromolar concentrations of statins
were very effective in inhibiting cell proliferation of human
hepatocarcinoma cells, but they had little effect on normal
hepatocytes (Kubota et al., 2004). Moreover, primary myeloid
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Fig. 6. Effects of SIM on CDK2, cyclin E, and p21 and p27 protein levels
in control and AD lymphoblasts. A, lymphoblasts from AD subjects were
seeded at an initial density of 1 X 10° X ml~1, and they were cultured for
24 h in the absence (Me,SO) or in the presence of 1 uM SIM. Represen-
tative Western blots of cyclin E and CDK2 proteins in control and AD
lymphoblasts are shown. Band intensities were determined and normal-
ized by that of B-actin. Results are means = S.E. for four to six indepen-
dent experiments. B, representative Western blots of p21 and p27 pro-
teins. The densitometric data represent the means = S.E. for six different
experiments. *, p < 0.05.
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B leukemic and myeloma cells undergo apoptosis with
statins, whereas their normal counterparts are resistant to
statin effects (van de Donk et al., 2002). Thus, the higher
sensitivity of AD cells to SIM may represent other neoplastic-
like feature of these cell lines, as suggested previously (de las
Cuevas et al., 2005).

The antiproliferative effect of SIM in AD cells is directly
related to HMG-CoA reductase inhibition because cell prolif-
eration was completely or partially rescued by MEV or FPP
and GGPP, respectively, but not by SQ, an intermediate of
cholesterol synthesis. These results suggest that prenylation
of small G proteins could be involved in the serum-enhanced
proliferation of AD cells.

SIM inhibits the serum-mediated increased proliferation of
AD cells by attenuating the activity of several key cell cycle
regulators that control G,/S progression. It particularly pre-
vented the enhanced phosphorylation of pRb in response to
serum in AD cells. Mitogenic stimuli induce hyperphos-
phorylation of pRb and related “pocket” proteins from mid-G;
to mitosis. pRb hyperphosphorylation releases E2F tran-
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Fig. 7. Effect of SIM on degradation of p21 and p27 proteins in control
and AD lymphoblasts. A, cells were incubated for 24 h in RPMI 1640
medium containing 10% FBS in the absence (Me,SO) or in the presence
of 1 uM SIM, and then 20 pg/ml cycloheximide was added. Cells were
harvested 1, 3, and 6 h thereafter, and p21 was detected by immunoblot-
ting. The decay of the p21 signal is graphed as a function of time post-
cycloheximide addition. Data from five different experiments were used
to calculate the half-life of the protein. B, experimental conditions are
identical to that described above, except that for p27 detection, aliquots of
cells were taken at 4, 8, and 24 h after cycloheximide addition. The
experiment was performed twice with different cell lines with similar
results, and one of the experiments is shown.

scription factors, thus contributing to the expression of sev-
eral growth and cell cycle regulatory genes with functional
E2F binding sites in their promoters (Stevaux and Dyson,
2002). In agreement with previous reports (de las Cuevas et
al., 2003; Munoz et al., 2005, 2007) lymphoblasts from AD
patients showed a higher degree of phosphorylation of pRb.
The addition of SIM had no effect on the phosphorylation
status of pRb in control cells, but it significantly reduced the
levels of the hyperphosphorylated form of pRb in AD lympho-
blasts. This effect was due to inhibition of the kinase activity
of cyclin E/CDK2 complex, and it was found to be associated
with increased levels of the CDK inhibitors p21 and p27.

Accumulating evidence has suggested the involvement of
p21 and p27 in statins-induced antiproliferative effects in a
number of cell types (Efuet and Keyomarsi, 2006; Takeda et
al., 2007). However, the molecular mechanisms implicated in
up-regulation of these proteins by statins treatment are not
fully elucidated.

p21 and p27 abundance are regulated at the levels of
transcription and protein turnover. The ubiquitin-protea-
some pathway is thought to be the prevalent mechanism of
p27 regulation in many cellular systems (Pagano et al.,
1995). The regulation of p21 levels is very complex. Although
transcriptional regulation, by p53-dependent (el-Deiry et al.,
1993) and pb53-independent mechanisms (Parker et al.,
1995), is well established, recent studies suggest that p21 can
also be regulated by posttranslational mechanisms (Na-
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kayama and Nakayama, 2006). Our results suggest that SIM
induced the accumulation of p21 and p27 proteins in AD
lymphoblasts, at least partially, by inhibiting the rate of
degradation of these two proteins. First, the half-lives of p21
and p27 were increased up to the values found in control
cells, following treatment of AD lymphoblasts with SIM, and
second, the effects of SIM were dependent on de novo protein
synthesis. The ubiquitin-proteasome pathway seems to be
implicated in the impaired degradation of p21 and p27 pro-
teins induced by SIM. This asseveration is supported by the
observations that SIM mimicked the effect of the proteasome
inhibitor MG132 on the cellular content of p21 and p27
proteins and that the effect of SIM was not influenced by
cotreatment with the caspase inhibitor Z-VAD-FMK.
Whether SIM is able to modify the activity of the proteasome
machinery or the ubiquitination of p21 and p27 proteins
cannot be ascertained from the present work. We had re-
cently reported that global proteasome activity and the ac-
cumulation of ubiquitin-tagged proteins are not impaired in
lymphoblasts from AD patients (Muiioz et al., 2007) and thus
cannot be the explanation for the down-regulation of p21 and
p27 in AD cells. It was also shown that enhanced degradation
of p27 protein in AD lymphocytes was dependent on signal-
ing through phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway
(Munoz et al., 2007). Whether this pathway is also implicated
in the control of the cellular content of p21 protein and the

possible modulation of the phosphatidylinositol 3-kinase/
Akt-mediated signaling pathway by statins is currently un-
der investigation in our laboratory. The possibility should
also be considered that differences in the cellular content of
the CDK inhibitors between control and AD cells may be due
to changes in the redox balance in AD cells, taking into
account the sensitivity of p27 and p21 protein levels to redox
status (Hwang et al., 2004).

In summary, the present work indicates that SIM could
effectively suppress the serum-mediated enhanced prolifera-
tion of AD cells, and this effect was associated with substan-
tial elevation of CDK inhibitors p21 and p27, leading to
inactivation of the kinase activity of the cyclin E/CDK2 com-
plex during G,/S progression. Considering that changes in
the abundance of CDK inhibitors had also been detected in
AD brain (Griffin et al., 2005) and that cell cycle regulatory
failure has been linked to the disease pathogenesis, our re-
sults could provide new insight into one of the multiple
potential mechanisms through which statins may exert neu-
roprotective actions in AD brain. This effect of SIM, up-
regulating specifically p21 and p27 levels may lead to vul-
nerable neurons that had entered the cell cycle to arrest at
G,/S restriction point.

Regarding the pathophysiological relevance of our find-
ings, it is worth mentioning that recent evidence in AD
patients and in animal models (Yang et al., 2003; Yang and
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Herrup, 2007) supports the hypothesis that cell cycle dys-
function is an early event in AD pathogenesis. Cell cycle
proteins have been found in brains of individuals with mild
cognitive impairment (Yang et al., 2003), and cell cycle dis-
turbances have also been reported in lymphocytes from mild
cognitive impairment patients (Nagy et al., 2002). These
observations suggest that cell cycle-induced death is a cen-
tral mechanistic feature of the disease, and therefore alter-
ations in cell cycle regulatory proteins may serve as disease
markers. On these grounds, the demonstration of shared
alterations in p21 and p27 protein levels in peripheral lym-
phocytes and AD brain, suggest that these cells, easily ob-
tainable, may be potential useful surrogate for early diagno-
sis and therapeutic monitoring of AD.
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Abstract: Alterations in cell cycle progression seem to be associated with neuronal death in Alzheimer’s disease
(AD) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS). We previously reported disturbances in the control of cell
survival/death fate in immortalized lymphocytes from AD patients. These cell cycle dysfunction and impaired
apoptosis were considered systemic manifestations of AD disease. The purpose of this study was to evaluate
whether these abnormalities are characteristic of AD, or they may be seen in other neurodegenerative disorders
such ALS. Our results indicate that alterations in signaling molecules, Akt and ERK1/2, and in the cyclin-
dependent kinase complex inhibitors (CDKis) p21C€rl and p27Xirl are detectable in lymphoblasts from AD
patients, but not in ALS patients, suggesting that these variables may be considered for the development of
biomarkers of AD. However, lymphocytes from ALS patients do not represent a useful model to study cell cycle-
related events associated with neurodegeneration of motoneurons.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, lymphocytes, cell proliferation, apoptosis, p21, p27,

PI3K/Akt, ERK1/2

Introduction

Neuronal death is involved in the onset of
irreversible manifestations of Alzheimer’s
disease (AD) and amyotrophic lateral sclerosis
(ALS). In AD brain, neuronal loss occurs in the
memory system of the association cortex,
whereas in ALS the upper and lower motor
neurons are affected. Although AD and ALS
differ in important ways, they also have
common pathogenic features, including
neuroinflammation, and oxidative  and
mitochondrial dysfunction leading to
apoptosis.

There is increasing evidence suggesting that
regulatory proteins of cell cycle progression
are also involved in the pathogenesis of
neurodegenerative disorders and in the
apoptotic death of injured neurons. Cell cycle
disturbances have been observed in a number

of neurological diseases including AD [1, 2]
and ALS [3, 4]. In these studies, it has been
suggested that cell cycle signaling might affect
neuronal death pathway. The cell cycle is
associated with the phase specific expression
or modification of defined sets of regulatory
genes that control proliferation, differentiation
or entry into a quiescent state [5]. However, re-
entry of quiescent, terminally differentiated
neurons into the cell cycle may result in a
mitotic catastrophe and cell death [6-9].

Previous work demonstrated that cell cycle
regulatory deficit is not only restricted to
neurons of AD. IT has also been observed in
lymphocytes or fibroblasts of AD [10-13], thus
providing a useful tool to further study the
involvement of cell cycle-related events in the
pathogenesis of AD and for the search of
treatment strategies. Moreover, lymphocytes
from ALS subjects have been shown to exhibit
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traits of the disease [14]; however, as far as
we know the possible dysfunction of cell
survival/death mechanisms has not been
studied in peripheral cells from ALS subjects.

Lymphoblasts from AD patients exhibit an
enhanced stimulation of proliferation and
survival compared with that from control
individuals [13, 15-17]. The enhanced
proliferative activity of the AD cell lines was
associated with a high degree of
phosphorylation of Akt and downregulation of
the inhibitors of the G1-S checkpoint of the cell
cycle, p21 and p27, while the increased
survival of serum-deprived AD cells was
accompanied by diminished ERK1/2
activation. To investigate whether these
abnormalities are characteristic of AD or they
are common to neurodegenerative disorders,
we generated lymphoblastoid cell lines from
ALS patients and compared the cellular
response to serum to that of AD lymphoblasts.

Our results indicate that alterations in
signaling molecules, Akt and ERK1/2, and in
the CDKi p21 and p27 are detectable in
immortalized lymphocytes of patients with AD,
but not patients with ALS, suggesting that
these variables may be considered for the
development of biomarkers of AD. However,
lymphocytes from ALS patients do not
represent a useful model to study cell cycle-
related events associated with
neurodegeneration of motoneurons.

Materials and Methods
Materials

Polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes for
western blots were purchased from Bio-Rad
(Richmond, CA). Rabbit polyclonal antibodies
(pAbs) against human phospho-Akt (Ser473),
phospho-ERK1/2, total ERK1/2 were obtained
from Cell Signaling (Beverly, MA), and pAbs
such as rabbit anti-human p27 (sc-528) and
p21 (sc-397), and goat anti-human total Akt
(sc-1618) were from Santa Cruz
Biotechnologies (Santa Cruz, CA). The
enhanced chemiluminiscence (ECL) system
was from Amersham (Uppsala, Sweden).
Tissue culture media and reagents were
obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA).

Cell Lines

20 patients diagnosed in the Department of
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Neurology of the University Hospital Doce de
Octubre (Madrid, Spain) of probable Alzheimer
according to  NINCDS-ADRDA  (National
Institute of Neurological and Communicative
Diseases and Stroke-Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association) criteria [18]. Of
the 20 patients, 7 had mild AD (DSM-III-R, Mini
Mental State Examination (MMSE) score
between 18-24), 5 had moderate AD
(MMSE:10-18), and 8 had severe AD (MMSE:
<10). 10 patients suffering from ALS
(diagnosed based on the revised El Escorial
criteria were used in this study [19]. A group of
20 healthy individuals was used as control. A
summary of demographic and clinical
characteristics of all subjects enrolled in this
study is reported in Table 1.

Table 1 Summary of study population

AD ALS HC
Age 75+2 63+3 71+2
Age range 59-89 46-79 43-82
Gender
Male 9 5 8
Female 11 5 12
Total 20 10 20

HC, healthy control individuals, no sign of neurological
disease; AD, patients with a diagnosis of probable AD;
ALS, patients with a diagnosis of amyotrophic lateral
sclerosis. Values are expressed as mean+SE.

All study protocols were approved by the
Spanish ~ Council of Higher Research
Institutional Review Board and are in
accordance with National and European Union
Guidelines. In all cases, peripheral blood
samples were taken after written informed
consent of the patients or their relatives.

Establishment of lymphoblastic cell lines was
performed in our laboratory as previously
described [20] by infecting peripheral blood
lymphocytes with the Epstein Barr virus (EBV)
[21]. Cells were grown in suspension in T
flasks in an upright position, in approximately
10 ml of RPMI-1640 (Invitrogen) medium that
contained 2 mM L-glutamine, 100 g/ml
streptomycin and, unless otherwise stated, 10
% (v/v) fetal bovine serum (FBS) and
maintained in a humidified 5% CO2 incubator
at 37°C. Fluid was routinely changed every two
days by removing the medium above the
settled cells and replacing it with an equal
volume of fresh medium.

Determination of Cell Proliferation

Int J Clin Exp Pathol (2009) 2, 390-398
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Proliferation was determined by cell counting
in a Neubauer chamber. EBV immortalized
lymphocytes from control and AD individuals
were seeded at an initial cell concentration of
1x106 cells/ml. Cells were enumerated
everyday thereafter. Potential toxicity of the
reagents used was routinely checked by trypan
blue exclusion under inverted phase-contrast
microscopy.

Preparation of Cell Extracts

To prepare whole cell extracts, cells were
harvested and washed in PBS and then lysed
in ice-cold lysis buffer (20mM Hepes pH 7.9,
25% glycerol, 0.4M NaCl, 50mM NaF, 1mM
EDTA, 1mM EGTA, 1mM DTT), containing 1mM
sodium orthovanadate, 1mM PMSF, 1mM
sodium pyrophosphate and protease inhibitor
complete mini mixture (Roche, Mannhein).

Western Blot Analysis

50-100 mg of whole cell extracts were
fractionated on a SDS polyacrylamide gel, and
transferred to PVDF membrane (Immobilon-P).
The amount of protein and the integrity of
transfer were verified by staining with
Ponceau-S solution (Sigma). The filters were
then blocked with non-fat milk and incubated
at 4°C overnight, with primary antibodies from
Santa Cruz at the following dilutions: 1:500
anti-p27, 1:500 anti-p21, 1:1000 anti-
phospho Akt, 1:1000 anti-Akt, 1:500 anti-
phospho ERK1/2, 1:2000 anti-ERK1/2, and
1:2000 anti-actin. Signals from the primary
antibodies were amplified using species-
specific antisera conjugated with horseradish
peroxidase (Sigma) and detected with a
chemiluminiscent substrate detection system
ECL (Amersham). The relative protein levels
were determined by scanning the bands with a
GS-800 imaging densitometer provided with
the Quantity One 4.3.1. software from BioRad.

Statistical Analysis

Unless otherwise stated, all data represents
meanxSE. Statistical analysis was performed
on the Data Desk package (version 4.0) for
Macintosh.  Statistical significance  was
estimated by analysis of variance (ANOVA)
followed by the Scheffe test for multiple
comparisons. Differences were considered
significant at a level of p<0.05.

Results

392

Proliferation of Immortalized Lymphocytes
from Control and AD or ALS Patients

Data in Figure 1 confirms and extends our
previous finding [13, 15, 17, 22] by showing
that the serum-induced proliferation of
lymphoblasts from AD patients is enhanced
compared with that of cells from healthy
controls. In contrast, no significant differences
were observed between control and ALS
lymphoblasts (Figure 1).
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Figure 1 Scatter plot comparing proliferative activity
between control and AD or ALS lymphoblasts.
Immortalized lymphoblasts from control, AD, and
ALS individuals were seeded at an initial density of
1 x 106/ml and cultured for 3 days in RPMI medium
containing 10% FBS. Everyday thereafter, samples
were taken for cell counting. Values shown are from
day 3 of culture, and are the mean£SE. Statistical
significance was determined by ANOVA.

Since the mean age of ALS patients was lower
than that of control or AD subjects, we
investigated whether the proliferative activity
of control cells was affected by aging. As
shown in Figure 2A, there were no differences
in proliferation of cells derived from subjects
younger or older than 70 years old. Moreover,
cell proliferation of lymphoblasts from AD
patients was not affected by the degree of
disease progression, as cell lines from mild,
moderate or severe AD patients show similar
rates of cell growth (Figure 2B).

Cellular Response to Serum Withdrawal in
Control and AD or ALS Lymphoblasts

Data in Figure 3 summarizes the cellular
response to serum deprivation of all cell lines
used in this study, derived from AD and ALS
patients and control individuals. In agreement
with previous observations [16], it is shown

Int J Clin Exp Pathol (2009) 2, 390-398
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Figure 2 Aging does not affect the proliferative
activity of control cells. Neither AD progression
influences cell proliferation. A. Scatter plot
comparing the influence of aging on the
proliferation of lymphoblasts from control
individuals. Immortalized lymphocytes from control
individuals were seeded at an initial density of 1 x
106/ml and cultured for 3 days in RPMI medium
containing 10% FBS. B. lymphoblasts from mild,
moderate or severe AD were cultured as above.
Values shown are the mean+SE.

that AD lymphoblasts were more resistant to
serum withdrawal-induced cell death than
control cells. The cellular response of ALS
lymphoblasts did not differ from that of control
cells. In control, as well as in ALS cultures,
more than 30% of cells died after 3-day period
of serum starvation, whereas less than 10% of
AD cells died during the same period of time.

Effect of PIBK/Akt and MAPK Activation on the
Survival of Control and AD Lymphoblasts

We have recently reported that alterations of
PI3BK/Akt and ERK1/2 signaling pathways
underlined the abnormal cellular response of
AD lymphoblasts to the presence or the
absence of trophic support [15, 16]. Enhanced
proliferation of AD Ilymphoblasts was
associated with increased activation of
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Figure 3  Scatter plot comparing cell survival
following serum deprivation between lymphoblasts
derived from control, AD or ALS patients.
Immortalized lymphocytes from control, AD, and ALS
individuals were seeded at an initial density of 1 x
108/ml and incubated in serum-free RPMI medium
for 72 hours. Cell viability was determined by Trypan
blue exclusion under inverted phase-contrast
microscopy, and expressed as percentage of the
initial number of cells at day 0. Values shown are
the meantSE. Statistical significance was
determined by ANOVA.

PI3K/Akt as monitored by the stimulation of
phosphorylation of Akt [15]. Data in Figure 4
shows, in consonance with the lack of
stimulation of proliferation of ALS
lymphoblasts, no changes in the cellular
content of phosphorylated Akt, compared with
levels of control cells. As expected, AD cells
show increased phosphorylation of Akt relative
to the levels of phospho Akt observed in
control or ALS cells (Figure 4). PI3K/Akt
signaling appears to regulate the G1-S
checkpoint of cell cycle by downregulating the
levels of two CDK inhibitors p27 and p21 [15,
17]. It was suggested that PI3K/Akt modulates
the rate of protein degradation by the
proteasome, after phosphorylation of specific
residues of these proteins. Therefore, the
levels of these proteins were determined in
control, AD or ALS lymphoblasts. Only cells
from AD patients exhibit significant lower
content of p21 and p27 (Figure 5).

The ERK1/2 pathway seems to support
lethality in immortalized lymphoblasts, as the
specific inhibitor PD98059 prevented the
serum withdrawal-induced cell death by
apoptosis [16]. Moreover, it was shown that
deprivation of trophic support induced a
sustained increase in  the ERK1/2
phosphorylation of significantly lower intensity
in AD lymphoblasts [16]. In this work, we have
compared the activation of this pathway in

Int J Clin Exp Pathol (2009) 2, 390-398
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Figure 4 PI3K/Akt activation in control, AD and ALS lymphoblasts. Control, AD, and ALS lymphoblasts from 4
different individuals, were incubated in RPMI containing 10% FBS. Whole cell extracts were prepared 24 h
thereafter, and were immunoblotted with antibodies anti-phospho-Akt (Ser473) and total Akt. The densitometric
data represent the mean £ SE. *p< 0.05, significantly different from control cells.
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Figure 5 p21and p27 protein levels in control, AD and ALS lymphoblasts. Lymphoblasts from control, AD or ALS
subjects were seeded at an initial density of 1 x 106 x mlt and cultured for 24 h in RPMI medium containing 10%
FBS. Thereafter aliquots were taken to prepare cell extracts. Western blots of p21 and p27 proteins in 3 different
cell lines from control, AD, and ALS individuals are shown. Densitometric analysis of these proteins are shown
below. Results are means * SE. *p< 0.05 significantly different from control cells.
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Figure 6 Activity of ERKs in serum deprived control, AD and ALS lymphoblasts. Lymphoblasts from control, AD,
and ALS lymphoblasts were serum deprived for 72 h. Thereafter aliquots were taken to prepare cell extracts. The
relative levels of activation of p42/p44 ERKs were assessed by western blot analysis using phospho-specific
antibodies. The same membranes were then stripped and reprobed with antibodies against total ERKs.
Representative Western blots in 4 different cell lines from control, AD and ALS patients are shown. The
immunoreactive bands were quantified by densitometric analysis. Results shown below are the mean + SE of 8
different experiments. *p<0.05 significantly different from control cells.

control, AD and ALS cells 72 hours after serum
deprivation. The activity of the ERK1/2
pathway was assessed by western blotting,
using phospho-specific antibodies. Figure 6
shows the state of activation of the ERK1/2
pathway in control and AD or ALS
lymphoblasts. As expected, after 72 hours of
serum deprivation, the phosphorylation status
of ERK1/2 in AD cells is significantly reduced
compared with that of control or ALS
lymphoblasts. Under these experimental
conditions, ALS cells undergo apoptosis as
control cells do (Figure 3). Thus, these
observations suggest that the sustained, but
reduced signaling through the ERK1/2
pathway in AD lymphoblasts protects them
from the serum withdrawal-induced cell death.

Discussion

Recent work has highlighted the important role
of neuronal vulnerability in the instigation and
progression of neurodegenerative diseases
including AD and ALS [23]. Moreover, a
number of published studies indicated that
cell cycle status significantly influence neuron
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vulnerability and neurodegenerative pathways
[8, 24-26]. The ability to control cell cycle has
been considered a critical factor in preventing
neurons entering a vulnerable state with high
risk for instigation of neurodegenerative
mechanisms [27].

Reports from our and other laboratories had
presented evidences indicating that, while the
predominant clinical expression arises from
the SNC, AD and ALS have systemic expression
at the cellular and molecular levels [12, 15,
28-31]. Although these alterations appear to
have no clinical consequences outside the
central nervous system, their parallel
expression in peripheral cells and in the brain,
provide a plausible pathophysiological model
to explain partly the clinical manifestations. Of
particular relevance to this work is the fact
that dysfunction of cell cycle is a more general
phenomenon affecting cells other than
neurons in AD patients [10, 11, 13, 15, 22].

In the present study, we addressed the

question whether easily peripheral cells from
patients affected with ALS show altered cell
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survival/death mechanisms comparable to the
previously reported for lymphoblastoid cells
lines from AD patients [13-16, 32]. We found
that AD cells distinctively proliferate at higher
rates and showed a decreased vulnerability to
serum deprivation-induced cell death than
EBV-immortalized lymphocytes from age-
matched control individuals. In addition, we
demonstrated that the cellular response to
serum addition or deprivation was not affected
by the viral transformation [15, 16], indicating
that lymphoblastoid cell lines are a useful tool
to study the involvement of cell cycle-related
events in the neurodegenerative diseases.

Despite the fact that recent literature has
shown data regarding systemic manifestation
in ALS [30, 33], we did not observed changes
in the proliferative capacity of lymphoblasts
from ALS patients compared with that of cells
from healthy individuals. In contrast,
lymphoblasts from AD patients show an
enhanced proliferative activity after serum
stimulation, in agreement with previous
reports from this laboratory [13, 15, 22]. It was
reported that overactivation of PI3K/Akt
signaling pathway in AD cells, was likely
responsible for the enhanced proliferative
activity by down-regulating cellular levels of the
CDKis, p21 and p27 [15]. In contrast, no
significant change in Akt activity was observed
in ALS lymphoblasts. Accordingly, p21 and p27
levels were found to decrease only in cells
from AD patients. This finding is not in
agreement with earlier reports showing
deregulation of CDKis associated with
neurodegeneration in ALS [4, 34, 35]. A
possible explanation for this divergence may
be the use of peripheral cells versus
motoneurons At present, we cannot ascertain
whether the lack of changes in cell cycle
regulators in peripheral cells from ALS patients
reflects the absence of cell cycle related
events associated with neurodegeneration in
ALS, or, on the contrary, cell cycle disturbances
thought to occur in motoneurons [3], do not
have systemic manifestations. In this regard, it
is worth to mention a recent report showing no
evidence for oxidative stress in fibroblast from
ALS patients [36], despite the fact of impaired
stress response in affected motoneurons [37].

Other distinct feature of AD cells is to be less
vulnerable than control lymphoblasts to cell
death induced by serum deprivation [16, 32].
A sustained, but lower, activation of ERK1/2 in
AD cells, as compared with the control group
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seems to protect AD lymphoblasts from death.
We report here that lymphoblasts from ALS
patients behave as control cells in response to
serum  withdrawal by showing similar
phosphorylation of ERK1/2 and equal
susceptibility to the induced cell death.

Collectively, our results show no major
alterations in the proliferative capacity or
vulnerability to serum deprivation-induced cell
death in ALS lymphoblasts compared with cells
from control individuals. These observations
suggest that these cells do not represent a
useful model to study cell cycle-related events
associated with motoneurons degeneration.

On the other hand, our findings that cell cycle
progression, cell survival and their molecular
regulators are  distinctly  altered in
lymphoblasts from AD patients add further
support in favor of considering AD as a
systemic disease, underlying as possible
etiopathogenic mechanism altered
responsiveness to cell activation agents.
Considering that changes in the abundance of
CDK inhibitors had also been detected in AD
brain [38], and that perturbation in the activity
of PI3K/Akt and ERK1/2 signaling pathways
had been detected in AD brains [39-41], our
results highlight the usefulness of peripheral
cells from AD patients as potential surrogate
for diagnosis and therapeutic monitoring of
AD.

The cell cycle disturbances and alteration of
the apoptotic response found in AD
lymphoblasts did not correlate  with
progression of the disease. They seem to be
early manifestations of the disease. This
observation is in consonance with recent
evidence in AD patients and in animal models
[42, 43] indicating that cell cycle dysfunction is
an early event in AD pathogenesis. Cell cycle
proteins have been found in brains of
individuals with mild cognitive impairment
(MCI) [42], and cell cycle disturbances have
also been reported in lymphocytes from MCI
patients [11]. These observations suggest that
cell cycle-induced death is a central
mechanistic feature of AD, and therefore
alterations in cell cycle/apoptosis regulatory
proteins may serve as markers of AD disease.
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