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I. RESUMEN

La etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer (EA) es compleja y se han involucrado
multiples factores en su origen, sin embargo parece claro que un evento central ocurre a partir
del procesamiento alterado de la proteina precursora del amiloide (PPA) que resulta en la
sobreproduccién y agregacion de formas neurotdxicas de la proteina B-amiloide (AB). Mas alla
de los casos de origen familiar de la EA, en donde las mutaciones encontradas se relacionan
con una sobreproduccidn de la AB, poco se conoce acerca de los mecanismos involucrados en
los casos de tipo esporadico, los cuales representan casi la totalidad (95%) de los enfermos con
EA. Por otro lado, abundante informacidn, proveniente de pacientes y modelos animales,
indica que el estrés oxidante es uno de los factores capitales y mas frecuentemente asociados
con esta enfermedad neurodegenerativa. En este sentido, el interés del presente estudio fue
explorar el efecto del estrés oxidante sobre el metabolismo de la PPA silvestre, expresada de
manera basal en neuronas diferenciadas de neuroblastoma humano, lo cual representa un
modelo fisiolégico mds cercano a la generacién neuronal de A3 bajo condiciones patoldgicas.
Debido a que el H,0, es la principal fuente natural del radical hidroxilo en el cerebro y que el
FeCl, es capaz de promover un estado de estrés oxidante incluyendo la generacion del radical
hidroxilo a partir del H,0,, en el presente trabajo decidimos estudiar el efecto de estas
moléculas pro-oxidantes sobre los niveles de PPA y su procesamiento por parte de las enzimas
o~ -y y- secretasas, asi como el papel de la proteina N-terminal c-jun cinasa (JNK) involucrada
en vias de sefalizacidon activadas por estrés. Nuestros resultados aportan evidencias de la
modulacién dual en el metabolismo de la PPA, relacionado con una regulacion negativa de
proteinas con actividad de a-secretasa, asi como una regulacidn positiva de componentes de la
-y B-secretasa. Ademas, encontramos que un evento central en la generacion exacerbada de
AB es la fosforilacion del residuo de Thr668 de la PPA por la enzima JNK.

En conjunto, estos resultados aportan evidencia de que condiciones pro-oxidantes en
el ambiente neuronal propician la generacion de AP y permiten proponer el desarrollo y
utilizacién de farmacos que tengan como blanco la modulacién de enzimas proteoliticas de la

PPAy algunas cinasas activadas por estrés celular.



Il. ABSTRACT

The pathogenesis of Alzheimer disease (AD) is complex and is certain to involve
diverse etiological factors, but a central role has been strongly suggested for amyloid -
protein (AB), based on genetic, biochemical and neurotoxicological evidence. In
contrast with the well-documented effect of genetic mutations in AB overproduction,
not much is known about the mechanisms involved in sporadic AD (SAD) which
account for more than 95% of cases. Extensive data from patients and in vivo animal
models indicate that oxidative stress is one of the cardinal factors most frequently
associated with this neurodegenerative disease. The aim of the present study was to
explore the effect of oxidative stress on the normally expressed wild-type amyloid
precursor protein (PPA) in human neuroblastoma cells, which represents a more
physiological model of neuronal AP generation. Since H202 is the main source of the
highly reactive hydroxyl radical in the brain, and FeCl2 can stimulate oxidative stress,
including the formation of the hydroxyl radical from H202, in the present work we
studied the effect of these two prooxidant molecules on the levels and processing of
human PPA by a-, B- y y- secretase, and the role of the stress-activated kinase c-jun N-
terminal kinase (JNK). We provide evidence for a dual modulation of amyloid precursor
protein metabolism in differentiated human neuroblastoma cells related with a down-
regulation of o-secretase and up-regulation of y-secretase, and particularly of B-

secretase and also a JNK depending AP generation.



I1l. INTRODUCCION

Conforme la expectativa de vida aumenta un ndmero cada vez mayor de
individuos presentan padecimientos neurodegenerativos, que se caracterizan por ser
cronicos 'y progresivos, los cuales culminan con la muerte del sujeto. La
neurodegeneracion es un proceso cuya aparicion depende principalmente del estado
general del individuo, que se da con mayor o menor velocidad tomando en cuenta la
predisposicidon genética, las caracteristica particulares del metabolismo asi como los
factores externos imperantes. Las caracteristicas clinicas de estos padecimientos estan
dadas por las poblaciones neuronales que se vean afectadas, aunque en la mayoria de
los caso derivan en el desarrollo de una demencia. Esta se define como la pérdida o
disminucion de las habilidades de memoria y cognicidn. Diferentes tipos de demencias
se asocian a sintomas y patrones histoldgicos especificos.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un problema de salud publica que afecta
aproximadamente al 2% de la poblacion en paises industrializados y de manera
dramatica a las personas mayores de 70 afios. Algunas proyecciones epidemioldgicas
apuntan que para el 2040, 71% de los 81 millones de casos de demencia se encontraran
en paises en desarrollo, como el nuestro. En el afio 2004 la Secretaria de Salud reportd
360 mil casos en México. Hasta el momento no hay medidas curativas ni preventivas
eficaces. Sin embargo, se ha sefialado que la dieta y el estilo de vida pueden influir en el
riesgo de padecer EA y algunos estudios sugieren que aquellas condiciones que afectan
al sistema vascular como la hipertension, la diabetes de tipo 2 y la obesidad,
incrementan importantemente este riesgo. La EA es uno de los padecimientos que
causa mayor incapacidad individual y que impacta enormemente en el ambiente

familiar y social.
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IV. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una demencia neurodegenerativa
progresiva, la cual se asocia al envejecimiento. La prevalencia de esta enfermedad es
del 3% en individuos entre 60 y 70 afios, alcanzando un 40% en personas mayores de 85
afnos (Hebert et al., 2003). En el afno de 1906 el médico aleman Alois Alzheimer realizd la
primer descripcion clinica y neuropatoldgica de un tipo de demencia senil, la cual se
presentd en una mujer de 51, Auguste D, quién murid después de 4 afios de
padecimiento (Alzheimer, 1907). Después de casi 30 afos se realizd la descripcion del
primer caso autosémico dominante (para revision ver Hardy, 2006). Posteriormente se
descifré en estas familias que el gen implicado se encontraba en el cromosoma 14 y
codificaba para una proteina mutada nombrada presenilina (van Broeckhoven et al.,
1992).

Clinicamente los sintomas caracteristicos de la EA se han dividido en tres etapas
dependiendo del progreso de la enfermedad. En la primera se presenta una pérdida en
la memoria a corto plazo y desorientacion espacio-temporal. En la segunda se
presentan los primeros sintomas no cognoscitivos (cambios en la personalidad,
ansiedad, tensidn, irritabilidad, apatia, etc.), una afectacion generalizada de Ia
memoria, diafasias, pérdida del juicio y del pensamiento abstracto. En la dltima etapa,
hay un aumento del tono muscular, el deterioro cognoscitivo es tal que el individuo es
incapaz de reconocer a sus familiares e incluso a si mismo hasta que pierde todo
contacto consciente con el mundo. El control de algunas funciones corporales
(regulacién de esfinteres) desaparece, por lo que en este momento el individuo
presenta una dependencia total. Desde el inicio de la enfermedad hasta la muerte del
individuo pueden transcurrir de 12 a 20 afos (para revisién ver Arias, 1999).

A nivel histopatoldgico, este padecimiento se caracteriza por una pérdida
sindptica generalizada en dreas cerebrales de alta plasticidad (evento temprano previo
a la muerte neuronal), ademas de presentar placas amiloideas o seniles y marafas

neurofibrilares. Las primeras son depdsitos extraneuronales de proteina B-amiloide
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(AB), las segundas son depdsitos intraneuronales de proteina tau, la cual estabiliza los
microtubulos axonales. Aunque hasta el momento no se conocen los mecanismos por
los cuales se generan estos dos rasgos histopatoldgicos, ambos parecieran ser un
factor importante en el desencadenamiento de la muerte neuronal.

Las marafias se encuentran principalmente en el soma neuronal abarcandolo
casi en su totalidad (Igbal & Grundke-lkbal, 1991). Las personas que padecen la EA,
presentan grandes alteraciones en la estructura del citoesqueleto neuronal (Delacourte
& Defossez, 1986). Como resultado de este evento, se generan estructuras conocidas
como filamentos helicoidales apareados (FHA), las cuales se asocian para producir las
maranas neurofibrilares (Kidd, 1963; Wisneiwski et al., 1976). El andlisis de los FHA
permitid la identificacion de la proteina asociada a microtubulos tau en forma de
polimeros insolubles (Wischik et al., 1988). Tau presenta 6 isoformas (Goedert et al.,
1989) las cuales se localizan principalmente en los axones (Binder et al., 1985)
participando en su elongacién y estabilizacion (Caceres et al, 1991) y siendo
fundamental para las funciones neuronales ya que regula su morfologia vy fisiologia
(Knops et al., 1991). Su actividad bioldgica se encuentra regulada por el grado de
fosforilacion que presenta. De manera normal tau posee 2-3 moles de fosfato, pero
pacientes con la EA presentan una hiperfosforilacion que alcanza de 10-12 moles de
fosfato por mol de proteina (Alonso et al., 1994; Ksiezak- Reding et al., 1992). La
hiperfoforilaciéon de tau reduce su capacidad de unién a microtibulos, ademas de
promover su auto agregacién (Alonso et al., 1996). Esto conduce a un ensamblaje
defectuoso de los microttbulos y a la formacién de estructuras filamentosas (marafias
neurofibrilares) que afectan el flujo axoplasmico, la morfologia y el funcionamiento
normal de las neuronas favoreciendo la neurodegeneracién (Davies, 1994).

Las placas seniles estan conformadas por un nidcleo compuesto principalmente
por AB,, rodeadas por neuritas distréficas y procesos de células gliales reactivas, estas
se observan mas frecuentemente en la amigdala, el hipocampo y la neocorteza (para
revisidon ver Arias, 1999). Otras proteinas que también han sido identificadas son la o,—

antiquimotripsina (Abraham et al., 1988), la apolipoproteina E (Namba et al., 1991),

12



proteasas lisosomales (Cataldo & Nixon, 1992) y enzimas antioxidantes (Pappolla et al.,
1992), aunque se desconoce si tienen participacion en la formacién de la placa o
simplemente son absorbidas por ésta. Adicionalmente, se han detectado
proteoglicanos de heparan sulfato, los cuales podrian participar en la formacién de
fibrillas amiloideas (Snow et al., 1990).

La disminucidon en la densidad sinaptica y neuronal que sucede en este
padecimiento parece ser responsable y correlaciona con la deficiencia cognoscitiva
tipica de la primera etapa de la EA (Carter & Liapp, 2001; Masliah et al., 1991), de hecho,
la pérdida de sinaptofisina se usa como un marcador temprano. La disminucién en la
densidad sinaptica se refleja como la pérdida de la mayoria de los componentes de las
vesiculas sinapticas y de la mayoria de los péptidos almacenados en las mismas
(Arendt, 2001). Esta pérdida sindptica, puede llegar a ser hasta de un 75% en el

hipocampo (Terry & Katzman, 2000).

IV.1 MODELOS EXPERIMENTALES DE LA EA

Debido a la compleja etiologia de la EA hasta el momento, no existe un modelo
que presente por si mismo todas las caracteristicas de la enfermedad. Sin embargo se
han generado diversos modelos animales, que al menos de forma parcial, desarrollan
las caracteristicas conductuales y/o histopatoldgicas que se observan en la EA. En este
sentido, los modelos se pueden subdividir en aquellos que desarrollan la patologia
amiloidea de forma natural con la edad y aquellos genéticamente modificados para
expresar formas mutantes presentes en la EA (generalmente ratones).

Ejemplo de los primeros son el uso del chimpancé (Martin et al., 1991; Rosen et
al., 2008) y de canes (Satou et al., 1997), que de manera natural desarrollan depdsitos
amiloideos. A pesar de ser atractivos, tienen en su contra el hecho de que el lapso
temporal para presentar estas caracteristicas es muy prolongado, ademas de no

desarrollar todas las caracteristicas presentes en esta enfermedad. Debido a lo
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anterior, el uso de modelos murinos transgénicos, que expresen genes con mutaciones
autosdmicas dominantes que se han determinado participan el desarrollo de la EA de
tipo familiar, ha facilitado el estudio de los mecanismos implicados en su desarrollo. Los
tres tipos de genes mas utilizados por sus efectos en el progreso de la enfermedad son:
el de la PPA (Goate et al., 1991) y los de la Presenilina 1y 2 (Lemere et al., 1996; Levy-
Lahad et al., 1995). Gran parte del conocimiento que actualmente se tiene de la EA se
sustenta en el estudio de las decenas de modelos transgénicos generados hasta ahora,
ya sea en sus distintas variantes individuales o en combinacién entre estos u otros
genes relevantes en la enfermedad. Sin embargo, hasta el momento no existe un
modelo que, basandose en las caracteristicas presentes en la EA de tipo esporadica
permita su estudio. Cabe sefialar que este mismo escenario se repite de igual forma en
los modelos in vitro desarrollados hasta el momento. Lo que hace relevante el presente
estudio para el entendimiento de la enfermedad, al utilizar células de neuroblastoma
humano MSN diferenciadas en neuronas, que expresan de manera basal la APP no
mutada, lo cual representa un modelo fisiolégico mas cercano a la generacién neuronal

de A bajo condiciones patoldgicas

IV.2 HIPOTESIS DEL AMILOIDE EN LA EA

Aunque este padecimiento tiene una patogénesis compleja y puede involucrar
multiples factores etioldgicos, la sobreproduccion de AP parece jugar un papel central,
como ha quedado demostrado por diversos estudios genéticos, histopatoldgicos y
bioquimicos (Selkoe, 1991; Cotman et al., 1992; Hsiao et al., 1996; Walsh & Selkoe, 2004).

Diversos estudios han llevado a la identificacion de las vias bioquimicas
implicadas en la generacion de AP. Del total de casos de EA, sélo entre el 1-5% tienen un
explicacién genética (EAF). Estos pacientes con la EAF presentan mutaciones en el gen
de la proteina precursora del amiloide (PPA) a partir de la cual se genera la AB, asi como

en otras proteinas involucradas en su procesamiento, lo cual favorece la formacién y
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secrecion de la AB. Asi mismo, modelos transgénicos, los cuales expresan la PPA
humana con dichas mutaciones, exhiben parte de la patologia de la enfermedad y han
provisto de evidencia experimental que sustenta la correlacién entre la generacidn de
AB y la neurodegeneracidn caracteristica de la enfermedad. Sin embargo, aldn no se
conoce el mecanismo por el cual AP causa el deterioro cognitivo, y si el grado de la
demencia correlaciona con el grado de pérdida neuronal.

Los casos de la EA que no pueden ser explicados por causas genéticas, se les
conoce como de tipo esporddico (EAE). Estos pacientes al igual que los EAF, presentan
las mismas caracteristicas patoldgicas, aunque las desarrollan en etapas mas avanzadas
de la vida. El hecho que ambos tipos de la EA presenten una sobre produccidon de AB,
ha llevado a postular una hipdtesis amiloidea del origen de la enfermedad. Esta
propone que la EA es desencadenada por un desequilibrio en la generaciéon o
acumulacion de AB, lo cual conduce al desarrollo de la misma. Aunque esta hipdtesis no
es capaz de explicar todos los eventos que ocurren en el transcurso de la enfermedad,
esta claro que el conocimiento de los procesos que llevan a la sobreproduccién del AP
es fundamental en el entendimiento y el desarrollo de estrategias terapéuticas en la

EA.

IV.3 PROTEINA [3-AMILOIDE

El AB es un péptido de 40-42 aminoacidos, que se origina a partir del corte
proteolitico de la APP por la accién de la B y y-secretasas (Lichtenthaler et al., 1999;
Seubert et al., 1993; Tienari et al., 1997). Aunque la mayor parte del Ap se genera en
vesiculas endociticas para ser secretado posteriormente, una fraccion pequena tiene su
origen en el aparato de Golgi y en menor proporcion en el reticulo endoplasmico. La
principal forma de AP generado es la de 40 aminodcidos (AB,), hallada en
concentraciones nanomolares en el liquido cefaloraquideo (Vigo-Pelfrey et al., 1993).

Sin embargo, la forma de 42 aminoacidos (AB,.) es la mds fibrogénica y se encuentra
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altamente enriquecida en los nlcleos de las placas seniles en paciente y modelos
transgénicos de la enfermedad (Kuo et al., 1996). De hecho, esta alcanza una
proporcion cerca al 70% del nlcleo proteico que compone el peso seco de las placas
seniles (Miller, 1993).

Inicialmente se postulaba la necesidad de que la AP se encontrara en un estado
agregado para ejercer sus efectos tdxicos. Sin embargo, estudios recientes sefiala que
son formas diméricas y oligoméricas las que tienen un efecto deletéreo sobre las
neuronas (Freir et al., 2001; Wang et al., 2002). Entre estos efectos destacan: la
desregulacion de la homeostasis del calcio (Hartmann et al., 1993; Mattson et al., 1992);
la generacion de radicales libres y la subsecuente oxidacion de lipidos de membrana y
proteinas (Behl et al,. 1994; Buttterfield et al., 1994; Smith-Swintosky et al., 1995). Asi
mismo, la AP es capaz de potenciar el efecto de distintos agentes téxicos neuronales,
incluyendo el producido por los aminoacidos excitadores (Behl et al., 1992; Mattson et
al., 1992), la privacién de glucosa (Copani et al., 1991) y el estrés oxidante (Lockhart et
al., 1994; Behl et al., 1997). También se ha reportado que la AP tiene la capacidad para
promover la fosforilacion de la proteina Tau, en cultivos neuronales de corteza e
hipocampo (Busciglio et al., 1995); asi como la inhibicién de la LTP en el hipocampo de

rata, tanto in vivo como in vitro (Freir et al., 2001; Wang et al., 2002).
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V. PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE

La PPA es una glicoproteina transmembranal del tipo 1 de entre 120-200 kD,
integrada por 3 regiones (Kang et al., 1987): un gran dominio extracelular en la regién
N-teminal que forma una estructura globular (Rossonjohn et al., 1999); una regién
transmembranal, que contiene parte de la secuencia de la AB; y un pequefio dominio
citoplasmatico en la region C-terminal. Esta proteina es ubicua al organismo y muy
conservada evolutivamente (Goldgaber et al., 1987; Tanzi et al., 1987). El gen de la PPA
se localiza en el cromosoma 21, y existen 10 isoformas con un tamafio que puede variar
de 563 hasta 770 aminodcidos. Las neuronas principalmente expresan la isoforma
PPAgqs; (Coulson et al., 2000).

En el SNC, la PPA puede funcionar como un factor neurotréfico, involucrado
durante el desarrollo y la vida adulta. Entre las caracteristicas celulares de la PPA se ha
reportado su interaccién con los microtubulos, implicdndola en el proceso de trafico
vesicular, ademas se ha demostrado que esta sujeta a un transporte rapido hacia las
terminales sindpticas y se encuentra presente en las uniones neuromusculares. Otros
estudios han sefialado su capacidad de interactuar con componentes de la matriz
extracelular, lo que sugiere su participacién en la fisiologia neuronal como un receptor
membranal involucrado en la adhesidén celular (Ghiso et al., 1992). De esta manera, la
PPA podria intervenir en el mantenimiento, estabilidad y funcién sindpticas. En este
sentido, Ninomiya (1993) demostré la participacion de la PPA como un factor
involucrado en el crecimiento y guia axonal durante el desarrollo. Por otra lado, dentro
de la regidén citoplasmatica de la PPA, se han identificado ciertos dominios consenso
que sugieren su accién en vias de sefializacion (Nishimoto et al., 1993; Nordstedt et al.,
1993), asi como en la regulacién de factores de trascripcién (Minopoli et al., 2001). En
los ultimos afios estudios in vitro ha demostrado que la PPA es capaz de unir iones
metdlicos (Cu®, Fe*" y Zn*"), y se ha postulado su intervencién en la homeostasis de

dichos iones en el cerebro (White et al., 1999).
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A nivel electrofisiolégico, algunos reportes han sefialado que la actividad
transcripcional de la PPA se encuentra regulada positivamente durante la induccién de
la LTP, y que este efecto se ve disminuido durante la vejez (Stéphan et al., 2002). Otros
trabajos realizados en rebanadas de hipocampo muestran que la elevacién en los
niveles de PPA, posterior a la estimulacion eléctrica, viene acompafiada de un aumento
en la generacién de AB y una subsecuente inhibicién de la actividad neuronal (Wang et

al., 2004).

V.1 METABOLISMO DE LA PPA

La PPA es sustrato de distintas enzimas, y dependiendo cual de ellas actue,
puede ser procesada a través de dos vias proteoliticas: la amiloidogénica y la no
amiloidogénica (ver Esq. 1). En la via amiloidogénica, la AP es generada por el
procesamiento secuencial de la -y la y-secretasa, las cuales producen las regiones N-y
C-terminal respectivamente. Alternativamente, en la via no amiloidogénica la PPA
puede ser procesada en la membrana plasmatica por la a-secretasa, lo cual previene la
formacion de la AP y permite la generacién de un fragmento con propiedades
neurotréficas (aPPAs).

A pesar que el procesamiento de la PPA mediado por la a-secretasa es la
principal via proteolitica, la identidad exacta de la a-secretasa no ha sido confirmada;
sin embargo, su actividad se ha asociado a regiones con bajo contenido de colesterol
(Kojro et al., 2001). Estudios farmacoldgicos indican que la a-secretasa es una
metaloproteasa dependiente de zinc (Parvhaty et al., 1998). Su actividad enzimdtica
puede ser constitutiva o inducible a través de la activacion de la proteina cinasa C (PKC)
(Lammich et al., 1999). Datos recientes sugieren que la proteina TACE (enzima
convertidora del TNF-a), una metaloproteasa perteneciente a la familia de proteinas
ADAM (a disintegrin and metalloprotease), también nombrada ADAM17, podria
presentar la actividad inducible de la a—secretasa (Peschon et al., 1998). Por otro lado,

la proteina ADAM10 muestra actividad de a-secretasa en el procesamiento de la PPA.
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Asi, la expresién de una forma dominante negativa de la ADAM10 es capaz de inhibir la
actividad enddgena de la a-secretasa, mientras que la sobreexpresion de la forma
silvestre de la ADAM10, incrementa tanto la actividad constitutiva como la inducible de
la a-secretasa (Wen et al., 1997). Algunos estudios sugieren que la proteina ADAM9
podria ser otra candidata con actividad de a-secretasa (Asai et al., 2003).

Bajo condiciones metabdlicas normales, alrededor del 10% de la PPA no es
procesada por la a-secretasa, entonces la PPA es internalizada por los compartimientos
endociticos y subsecuentemente procesada a través de la via amiloidogénica (en la que
participan B- y la y-secretasa). La proteina BACE (B-site PPA-cleaving enzyme) ha sido
identificada como la proteina que posee la actividad de [-secretasa; BACE es una
proteina que presenta homologia con la familia de las pepsinas, proteasas de aspartato
(Vassar et al., 1999). La proteina BACE-1 tiene altos niveles de expresion en neuronasy
parece ser la principal enzima de la via amiloidogénica (Fluhrer et al., 2002). El uso de
oligos antisentido dirigidos contra la proteina BACE-1 reduce la generacién de la Ap en
cultivos celulares (Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Mientras que el corte
proteolitico mediado por BACE-1 ocurre en el Asp-1 del dominio de la AR,
interesantemente, la proteina homologa BACE-2 posee un especificidad distinta en el
procesamiento de la PPA. Fluhrer (2002) demostré que el corte proteolitico mediado
por BACE-2 ocurre en medio del dominio de la AB, entre las Phe 19 y 20.

La actividad proteolitica de la otra secretasa involucrada en la via amiloidogénica
ocurre en la regidn transmembranal de la PPA. La y-secretasa es un complejo proteico
integrado por: la presenilina (PS), la cual posee la actividad proteolitica del complejo; la
nicastrina; la Aph-1; y la Pen-2 (Yu et al., 2000; Francis et al., 2002). La participacién de
estas proteinas en el complejo es critica para su funcién, ya que cada una puede
modificar su actividad y respuestas a estimulos fisiolégicos (Parvathy et al., 1998). La
participacion de la PS en la patogénesis de la EA se ha demostrado en la mayoria de los

casos de EA familiar, con un claro componente genético (Price & Sisodia, 1998).
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Esq. 1 Participacion de las distintas secretasas involucradas en el procesamiento

de la PPA para la generacién de la AB.

V.2 FOSFORILACION DE LA PPA

Existe evidencia de que la PPA es una fosfoproteina, que posee residuos
fosforilables tanto en la regién citoplasmatica (Gandy et al., 1988) como en la
extracelular/luminal (Knops et al., 1993). Aunque se han descrito al menos 5 sitios
citoplasmaticos de fosforilacién de la APP, la Thr668 (basdndose la numeracién en la
isoforma PPAggs), es un blanco exclusivo de células neuronales. A nivel fisioldgico, la
fosforilacion de la PPA se ha reportado en neuronas post-mitdticas diferenciadas,
observandose en la forma madura de la PPA (PPAm); mientras que en células en
divisidn, la fosforilacién se presenta en las formas inmaduras de la PPA (PPAIm) (lijima
et al., 2000; Suzuki et al., 1994). La fosforilacion de la Thr668 de la PPA es sustrato de
diversas cinasas entre las que se encuentran la CDK5 (Cinasa dependiente de ciclina 5)
y la GSK-3B (cinasa de la glucégeno sintasa-3p) para la PPAm, mientras que las cinasa

CDK1/CDC2 acttia sobre la PPAIm en células en division (lijima et al., 2000; Suzuki et al.,
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1994). Ante estimulos estresantes, la Thr668 de la PPA puede ser fosforilada por la
cinasa JNK (Cinasa N-terminal de c-jun). La Thr668 se encuentra dentro del motivo
®7VTPEER®”, cuya funcidn es estabilizar una estructura de a-hélice en la regién C-
terminal (Remelot et al., 2000), su fosforilacién induce cambios conformacionales en la
region citoplasmatica de la PPA modificando su interaccién con la proteina Fe6s5,
permitiéndo la translocacion nuclear del dominio citoplasmico intracelular de la PPA,
por lo que se postula la participacion de esta via en la activacion genética en respuesta
a estrés (Nakaya et al., 2006).

El papel de la fosforilaciéon en la Thr668 de la PPA es controversial, algunos
reportes la han ligado con la generacién de A (Ando et al., 2001; Lee HG et al., 2003;
Akiyama et al., 2005), mientras que otros no encuentran que esta fosforilacién esté

relacionada con la produccién de AB (Sano et al., 2006).

V.3 CONDICIONES QUE PROPICIAN LA GENERACION DE FRAGMENTOS AMILOIDOGENICOS.

Existe evidencia de que diferentes factores pueden influir en la produccién de
AB, y cuya presencia se ha documentado en la EA. Entre estos destacan: las especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Yankner, 1996); algunos metales, como el Cu**, Fe*'y Zn*,
los cuales pueden interactuar de forma directa con el ARNm y/o la proteina PPA,
ademds de ejercer un efecto sobre algunas de las proteinas involucradas en el
procesamiento de la misma (Strausak et al., 2001); y los niveles del AMPc (Lee et al.,
1999). En este sentido, existen algunos estudios epidemioldgicos en donde se ha
demostrado que situaciones que aumenten de manera crdénica la concentracion de
adrenalina o noradrenalina favorecen el desarrollo de la EA. Sin embargo, hasta el
momento se desconocen de qué manera estos factores pueden inducir una
sobreproduccién de AP in vivo. Por lo tanto resulta fundamental para el conocimiento
de la etiopatogenia de la EA, encontrar situaciones metabdlicas que generen un exceso

tanto en la produccion de PPA como en la generacion de AB.
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VI. ESTRES OXIDANTE Y LA EA

Otro evento clave en la patologia del la AE es el estrés oxidante, el cual se
presenta de manara temprana (Nunomura et al., 2001). Este es capaz de inducir dafo
nuclear, proteico y membranal, ademas de contribuir en la muerte celular (Perry et al.,
2000). Las neuronas parecen ser particularmente vulnerables al dafio mediado por
radicales libres, entre las razones que podrian explicar esta susceptibilidad estan: 1) su
bajo contenido de glutatién, un antioxidante celular (Cooper, 1997); 2) la alta
proporcion de acidos grasos polinsaturados de la membrana neuronal (Hazle &
Willianms. 1990); y 3) que el metabolismo cerebral consume alrededor del 20% del
oxigeno corporal, con lo que se generan una enorme cantidad de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Smith et al., 1995).

La relacidn existente entre la toxicidad de la AP y el estrés oxidante parece ser
crucial en la enfermedad al ser ambos eventos dependientes de la edad (Floyd &
Hensley, 2002) cuyos efectos estan interelacionados, como lo muestran algunos
modelos in vivo e in vitro (Harkany et al., 2000; Misonou et al., 2000; Paola et al., 2000).
En este sentido, animales transgénicos que sobrexpresan la PPA con mutaciones, presentan
una sobreproduccién de ERO, la cual precede a la formacién de placas amiloideas (Pratico
et al., 2001). Asi mismo, Frederikse (1996) encontré que el peréxido de hidrégeno (H,0,)
incrementa la produccidn y acumulacion de AB en el cristalino.

Existen muchas evidencias mds en este sentido, y es claro que el estrés oxidante
juega un papel patoldgico importante. En estudios realizados en pacientes con al EAy en
modelos animales se ha encontrado que la inhibicidn del metabolismo energético induce
un incremento en la produccién de ERO (Smith et al., 2000), lo cual exacerba tanto la
toxicidad como un aumento en la generacion AB. Esto es apoyado por un trabajo de Kaido
(1996), quien reporto que pacientes muertos por padecimientos asociados con mutaciones
del ADN mitocondrial, presentaban dafio oxidante y presencia de placas de AB.

Estudios en cerebro de pacientes con la EA muestran un aumento en la produccidon

de aldehidos reactivos como la acroleina, presente en las marafias neurofibrilares, y el 4-
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hidroxinonenal (4-HNE) (Markesbery & Carney, 1999), lo que confirma un estado de estrés
oxidante generalizado. Sinaptosomas expuestos a la AB exhiben un aumento en la
generacion de 4-HNE y otros marcadores de estrés oxidante (Subramaniam et al., 1997), y
el uso de compuestos antioxidantes es capaz de inhibir su generacién. En un estudio
reciente se encontrd que el 4-HNE es capaz de elevar la expresidon de la proteina BACE1y asi
aumentar la generacién de AB (Tamagno et al., 2005).

Durante el envejecimiento y en especial en la EA, un factor que parece
contribuir de manera importante en el estado de estrés oxidante es la dishomeostasis
de iones metalicos en el cerebro. Andlisis histoldgicos realizados en cerebros de
pacientes con la EA revelaron una gran acumulacién de metales (Zn**, Fe*"y Cu®) dentro
y en torno a las regiones con placas seniles. Asi mismo, en estas regiones se detectd un
aumento en marcadores de dafo oxidante (Smith et al., 1996). Dicho dafio podria estar
mediado por la generacion de ERO, producto de la interaccion de estos metales con la

AB (Sayre et al., 2000).

Para revisidon de este tema ir a la seccidn XV. Articulos Derivados del Proyecto de Investigacion,

en la pagina 65.
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VIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EA se caracteriza por una sobreproduccion de AB, hasta el momento sdlo se
ha podido reproducir su acumulaciéon en modelos transgénicos que sobre expresan
PPA con algunas de las mutaciones descritas en humanos, de la llamada forma familiar
de EA (EAF). En este sentido, no existe evidencia sobre qué factores del ambiente
cerebral pueden alterar de manera significativa el metabolismo neuronal y modificar el
procesamiento de la PPA silvestre o no mutada. El conocimiento del origen de la
sobreproduccién de AP es relevante para entender parte de la etiopatogenia de esta
enfermedad neurodegenerativa que ocurre de manera esporadica en mas del 95% de
los casos.

El propdsito de este proyecto es estudiar factores celulares relacionados con la
induccién de estrés oxidante, los cuales se ven alterados en el transcurso de la
enfermedad (tales como el aumento de ERO), que sean capaces de promover la
produccion de AP y estudiar el mecanismo de accién involucrado en el procesamiento
amiloidogénico de la PPA.

Ya que la mayoria de los estudios realizados hasta el momento se enfocan en el
efecto de las mutaciones de la PPA sobre el incremento en la produccién de AB, el
conocimiento generado a partir de este trabajo, servird para entender como algunos
factores celulares asociados con el envejecimiento, influyen en el desequilibrio del
metabolismo de la PPA humana silvestre e inducen la formaciéon de AP en la EA de
origen esporadico. Conociendo el mecanismo de accién involucrado en la
sobreproduccién de la AB, se podran proponer y disefiar estrategias terapéuticas que

controlen su acumulacién.
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VIII. HIPOTESIS

Bajo condiciones pro-oxidantes, se propicia el metabolismo de la proteina
precursora del amiloide humana, hacia la ruta amiloidogénica, induciéndose un

incremento en la generacion de Ap.

IX. OBJETIVOS

e Estudiar el efecto del estrés oxidante sobre el contenido de PPA y de AB en
células de neuroblastoma humano (linea celular MSN).

e Analizar el papel del H,0,, Fe*" y Cu** como reguladores del metabolismo de PPA en la
generacion de AB.

e Evaluar la expresién de las enzimas involucradas en la via no amiloidogénica
(ADAM10 y TACE).

e Estudiar la expresion de la enzima BACE y de algunas de las proteinas que
integran el complejo de la y-secretasa (Presenilina y Nicastrina), las cuales
participan en el metabolismo amilodogénico de la PPA.

e Determinar cambios en el estado de fosforilacidn de la PPA como resultado de la
induccién de condiciones pro-oxidantes, los cuales participen la generacion de
Ap.

e Estudiar la participacion de la cinasa activada por estrés JNK en la generacién de

AB.
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X. METODOS

X.1 CULTIVO DE NEUROBLASTOMA HUMANO

Los cultivos celulares de neuroblastoma humano MSN (Reynolds et al., 1986),
se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con aminoacidos no esenciales (1mM
glutamina, 4.7mM serina y 3.8mM asparagina) y suero fetal bovino al 10% v/v
(inactivado previamente, al calentarlo durante 1 hora a 60° C). Las células se sembraron
a una densidad de 1 x 10° células por pozo y se incubaron a 37° C en una atmdsfera
himeda al 95% O,/5% CO,. Tanto las células diferenciadas como las indiferenciadas se
sometieron a distintos tratamientos durante 4, 24 y/o 48 horas. En la mayor parte de
los experimentos, después de 24 hrs de cultivo, las células se diferenciaron a neuronas
al adicionarles dcido retindico 10 uM y NGF 50 ng/ml durante 5 dias. Al terminar el
periodo de diferenciacion el medio se remplazé por medio fresco y las neuronas se
incubaron en presencia de los distintos tratamientos. En otra serie de experimentos, las
células MSN se expusieron al inhibidor de la cinasa JNK, SP600125 (5 uM, Calbiochem), 1

h antes de agregar el H,0, y FeCl,.

X.2 EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Ensayo de reduccién del MTT

La actividad mitocondrial se evalué mediante una técnica colorimétrica, la cual
cuantifica la actividad déxido-reductora de la cadena respiratoria mitocondrial. Esta
técnica se basa en la cuantificacion de las sales de formazan, un producto insoluble de
color morado, generadas a partir de la reduccién del 3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil
tetrazodio (MTT), por la accién de las deshidrogenasas mitocondriales en presencia de
NADH (Mossman, 1983).

Transcurrido el periodo de incubacion de los distintos tratamientos, se agrega el
MTT (2% v/v) para obtener una concentracién final de 1o0mM, y se incuban durante una

hora mads. Posteriormente se retiré el medio de cultivo y se agregaron 8oopul de
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isopropanol dcido (una mezcla de 2-isopropanol y HCl 1N) para asi solubilizar las sales
de formazan generadas. Las muestras se leyeron en un espectrofotémetro a una
longitud de onda de 570 nm. Los valores mostrados representan el promedio de 6-8

experimentos independientes realizados por cuadruplicado * error estandar (ES).

Ensayo de exclusion de azul de tripano

El otro método usado para evaluar la viabilidad celular fue el ensayo de
exclusion de azul de tripano. Después de 24 hrs de tratamiento, las células fueron
cosechadas en buffer de Krebs. Se incubaron volimenes iguales (10 ul) tanto de la
solucién de azul de tripano 0.4% (Gibco), asi como del concentrado celular de cada uno
de los distintos tratamientos. Las células capaces de excluir el azul de tripano se
consideraron como viables, dicha cuantificacion se realizé en un hemocitdmetro. Los
resultados se expresan como porcentajes en relacion al control. Los valores mostrados
representan el promedio de 6-8 experimentos independientes realizados por

cuadruplicado * error estandar (ES).

X.3 CUANTIFICACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) fueron determinadas por medio de un
ensayo fluorométrico (Lee VM et al., 2003), el cual emplea a la dihidrorodamina 123
(DHR) como un compuesto sensible al ataque de las ERO (Sigma St. Louis MO, USA).
Cuando la DHR es oxidada por el H,0, en presencia de peroxidasas, se genera el
compuesto fluorescente rodamina 123 (Gomes et al., 2005). Las células MSN fueron
tratadas como se describid previamente para entonces ser cosechadas. De cada
condicién experimental se tomaron alicuotas de 100 pl (alrededor de 1x10° células) y se
centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm. Al precipitado se le agregaron 180 pul de
amortiguador conteniendo en mM: 140 Nadl, 5 KCl, 0.8 MgS04, 1.8 CaCl,, 5 glucosay 15
HEPES, asi como 20 pl de DHR 1 uM y se incubd durante 2min a 37°C. . El producto
fluorescente rodamina 123 fue cuantificado espectrofotométricamente a una longitud

de de onda de 505 nm. Los resultados se expresan como porcentajes en relacion al
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control. Los valores mostrados representan el promedio de 6 experimentos

independientes realizados por duplicado * error estandar (ES).

X.4 EVALUACION DE LA SECRECION DE Af3,, POR ENSAYO DE ELISA

Los niveles de AB,, se determinaron mediante el uso de un kit especifico para la
detecciéon de dicha forma, de acuerdo a las recomendaciones especificadas en el
manual (BioSourses International, USA). Después de los tratamientos, previamente
descritos, el medio de cultivo de las células MSN se recolectd y las muestras fueron
analizadas por el ensayo de ELISA. La concentracion de AB,, fue cuantificada en un
lector de densidades dpticas a una longitud de onda de at 450 nm (BioRad Microplate
Reader Model 550). Los resultados se expresan como porcentajes en relacién al
control. Los valores mostrados representan el promedio de 4 experimentos

independientes realizados por duplicado * error estandar (ES).

X.5 ELECTROFORESIS E INMUNOBLOT

Electroforesis

Transcurrido el periodo de tratamiento, las células de neuroblastoma MSN se
cosecharon usando un buffer de lisis (tris-HCL 50mM pH 7.5, NaCl 150mM, Nonidet P40
1%, desoxicolato 0.5%, cocktel de inhibidores de proteasas (Complete™, Boehringer
Mannheim). Las muestras se sometieron a 3 ciclos de sonicado. Cada ciclo consistié de
15 segundos de descargas a 40 kHz y 2 min de reposo, esto se realizé en hielo (4° C).
Una vez sonicadas las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 75 min. La
cuantificacion de la concentracion de proteina en el sobrenadante se realizd por el
método de Lowry modificado (Lowry, 1951). Posteriormente se cargaron 25 pg de
proteina total, por condicién, disuelta en un buffer de muestra en condiciones
reductoras con 2-B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0.05% y SDS (10% p/v). Las

muestras se hirvieron durante 8 min a 95°C. Se utilizé gel al 10% acrilamida-SDS, el cual
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se corrid a corriente constante, a 25 mA, en un buffer de corrida (tris-base, glicina y SDS

pH 8.3).

Electrotransferencia

El gel se lavé en PBS durante 5 min y posteriormente se equilibré en el buffer de
transferencia (25mM tris-base, 192mM glicina, metanol 20%) durante 5 min al igual que
la membrana de transferencia (Hybond ECL Nitrocellulose, Amersham Pharmacia
Biotech, IL). La transferencia se llevd a cabo en un sistema de cdmara himeda durante

8-16 horas a 250 mA.

Inmunoblots

Posterior a la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se bloqued a 4°C
durante toda la noche con una solucién PBS-leche descremada al 5%. Entonces Ia
membrana se incubd a 4°C toda la noche con los anticuerpos primarios: anticuerpo
monoclonal anti-Alzheimer Precursor Protein A4 (22C11) (1:500, Chemicon
International), policlonal anti-Alzheimer A4 (I-17): sc-7497 (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) para la deteccién del sPPAa, policlonal anti-ADAM10 (1:500,
Chemicon International), policlonal anti-TACE/ADAM17 (1:500, Chemicon International),
monoclonal anti-BACE (1:500, Chemicon International), monoclonal anti-Presenilina-1
(1:500, Chemicon International), policlonal anti-Nicastrina (N-19): sc-14369 (1:500, Santa
Cruz Biotechnology, Inc.), policlonal anti-Fosfo-PPA(Thr668) (1:500, Cell Signaling) y
monoclonal anti-o-tubulina (1:500, Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Después de 3 lavados
de 5 min con PBS/albuimina 5%/tween 20 0.1%, la membrana se incubd durante una hora
a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa:
cabra anti-ratén 1gG (1:10,000 Zymed), cabra anti-conejo 1gG (1:15,000 Santa Cruz,
Biotechonology, Inc.) y pollo anti-cabra 1gG (1:15,000 Chemicon International) La
membrana se lavé (3 veces/smin) para ser revelada por un método de
quimioluminiscencia con el reactivo ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Arlington

Heights, IL). La deteccién se realizé por medio de un film Kodak X-Omat. El control
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negativo se obtuvo por la omisién del anticuerpo primario. El analisis densitométrico de
los inmunoblots se realizé por medio del software NIH 1.38x ImageJ. Los resultados se
expresan en unidades arbitrarias de densidad éptica (UDO). Los valores mostrados

representan el promedio de 6-8 experimentos independientes + error estandar (ES).

X.6 IMMUNOHISTOQUIMICA E INMUNOFLUORESCENCIA

Las células MSN fueron cultivadas sobre cubreobjetos. Al concluir los distintos
tratamientos, se hicieron 2 lavados en PBS frio durante 5 min, tras lo cual, se fijaron
durante 5 minutos en metanol (previamente enfriado a -20°C) y nuevamente se lavaron
(2 veces/s min en PBS frio). Las células se permeabilizaron con una solucién de
PBS/Tritén X-100 0.3%/H,O0, 0.3% durante 10 min a temperatura ambiente vy
posteriormente se incubd toda la noche en solucién de bloqueé (PBS/2% normal horse
serum). Entonces las células se incubaron por 24 hrs con los anticuerpos primarios:
monoclonal anti-Alzheimer Precursor Protein PPA643-95 (1:500, Chemicon
International), policlonal cabra anti-Alzheimer A4 (1-17): sc-7497 (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), policlonal conejo anti-ADAM10 (1:500, Chemicon International) y
monoclonal anti-BACE (1:500, Chemicon International). Se hicieron 3 lavados de 5 min
en PBS frio e inmediatamente después las células se incubaron durante 2 hrs a
temperatura ambiente con un anticuerpo secundario biotinilado: anti-ratén 1gG
(1:10,000 Vector Laboratories, Burlingame, CA), anti-conejo 1gG (1:4000 Vector
Laboratories, Burlingame, CA) o anti-cabra IgG (1:4000 Vector Laboratories,
Burlingame, CA), y se lavaron nuevamente (3 veces/5 min en PBS frio). Las células se
trataron con el kit ABC-biotinavidin peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA) y
se revelaron con diaminobenzidina. El control negativo se obtuvo por la omisién del
anticuerpo primario.

Para los experimentos de inmunofluorescencia, las células fueron incubadas
durante 24 hrs. con el anticuerpo monoclonal ratén anti-p-JNK (Phosphorylated Thr-183
and Tyr-185, 1:250) (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Se utilizé un anticuerpo secundario

conjugado de cabra TRITC- anti-ratén (1:250, Zymed Laboratories, San Francisco, CA).
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Los nucleos fueron tefidos al incubar las células de neuroblatoma MSN durante 5 min
con DAPI (1 mg/ml). Las células se analizaron con un microscopio confocal (Zeiss, LSM 5
Pascal, Axioplan 2), asi como con un microscopio de epifluorescencia (Ziess Axioscop

40). El control negativo se obtuvo por la omisién del anticuerpo primario.

X.7 ANALISIS ESTADISTICO
Las diferencias significativas se obtuvieron al analizar los datos con la prueba de
t de student de forma no pareada y una ANOVA seguida de una prueba de Scheffe.

Todos los valores mostrados representan el promedio * error estandar (ES).
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XI. RESULTADOS

Efecto de la exposicion aguda a H,O, y metales sobre el contenido de PPA en células
indiferenciadas.

El uso de cultivos celulares nos permitié estudiar de manera mads detallada y
bajo condiciones controladas el metabolismo de la PPA. En el presente trabajo
utilizamos una linea celular humana de neuroblastoma, MSN, con el fin de evaluar el
efecto del estrés oxidante sobre el contenido y regulacion de la PPA silvestre.

En la primer serie experimental, que se presenta en la figura 1, células de
neuroblastoma MSN no diferenciadas fueron expuestas durante 4 horas a distintos
tratamientos, utilizando las siguientes concentraciones: cafeina [smM], H,0, [50uM],
FeCl, [1oouM y s500uM] y Cucl, [100uM y 500uM]. Transcurrido el tiempo de
incubacién, el medio de cultivo se cambid y 20 horas después se determing la viabilidad
celular por medio de la cuantificacién del MTT reducido (Fig.1a). Los resultados en este
sentido mostraron una disminucidn significativa en el porcentaje de reduccién de MTT
respecto a la condicion control. Los valores observados fueron los siguientes: 82.8% en
el caso de los cultivos expuestos a cafeina; 71.5% con H,0,; 85.9% y 74.1% en las células
tratadas con FeCl, a las concentraciones de 100 y 500uM respectivamente; y 68.4% a
una concentracion de 1oouM de CuCl, y 44.1% con 500uM. De manera general, la
morfologia celular no mostrd alteraciones importantes, excepto en los cultivos
expuestos a la concentracién alta de CuCl, [soouM].

A partir de los resultados anteriores, decidimos evaluar el contenido de PPA
tanto en la fraccidn citosdlica como en la membranal, asi como los niveles de A en el
medio de cultivo, utilizando las siguientes concentraciones: cafeina [smM], H,O,
[souM], FeCl, [100uM] y CuCl, [100puM]. Como se observa en la figura 1b, la exposicién
durante 4 horas, indujo una disminucién clara en los niveles totales de PPA (110 y 90
kDa) en los cultivos tratados con H,O,. El resto de los tratamientos no produjeron
cambios en el contenido de PPA en relacién con las condiciones control. De manera

interesante, la exposicion a H,0, generd un incremento en el contenido de PPA total en
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Fig. 1 Efecto de la exposicion aguda a condiciones pro oxidante sobre los niveles de PPA en células de
neuroblastoma humano no diferenciadas. (a) Reduccién de MTT en cultivos de células MSN expuestas
durante 4 horas a distintos tratamientos: cafeina [smM], H,0, [50uM], FeCl,[100 y s500uM] y CuCl, [100 y
500uM]. Los datos representan el porcentaje en relacién al control + ES de 4 determinaciones
independientes hechas por triplicado. Control * p < 0.05; ** p < 0.001. Western blots representativos y
analisis densitométrico que muestra los niveles de PPA y sPPAa. tanto en la fraccidn citosdlica (b) como
en la membranal (c) de células MSN expuestas durante 4 horas a: cafeina [smM], H,0, [souM], FeCl,
[100uM] y CuCl, [10ouM]. El andlisis densitométrico se expresa en unidades de densidad dptica sobre
mm?* (uDO/mm?). Los datos representan el porcentaje en relacién al control + ES de 3 determinaciones
independientes. Control * p < 0.05
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la fraccion membranal (Fig. 1c). Por esta técnica (western-blot), el AB no pudo ser
detectado en el medio de cultivo debido a los bajos niveles en su contenido, excepto en
los cultivos expuestos a H,0, (datos no mostrados).

En la figura 2 se muestra la localizacion de PPA determinada a través de un andlisis
inmunohistoquimico. Las células MSN no diferenciadas, tratadas bajo las condiciones
previamente descritas, presentaron de manera general, una distribucién homogénea
de la PPA a través de la célula. La inmunoreactividad para PPA al ser tratadas con H,0,
(Fig. 2¢) y Cudl, (Fig. 2e) se encontrd disminuida en comparacién con las células control
(Fig. 2a). Interesantemente, el tratamiento con FeCl, induce cambios morfolégicos

aunque el contenido de PPA aparentemente no se ve alterado (Fig. 2d).

Fig. 2 Distribucién de la PPA en células de neuroblastoma humano no diferenciadas. En las micrografias
se muestra la inmunoreactividad para la PPA en células MSN después de 4 horas de exposicién a
distintos tratamientos: (a) control; (b) Cafeina 5mM; (c) H,0, 50uM; (d) FeCl, 100uM; y (e) CuCl, 100uM.
Barra de escala 50 um. Se muestran imagenes representativas de 4 determinaciones independientes
hechas por triplicado.

En otra serie experimental, las células MSN se sometieron a tratamientos de 24 y
48 horas. Las dosis utilizadas en las distintas condiciones fueron: cafeina [5 mM], H,0,

[25uM y 10uM], FeCl, [1ouM] y CuCl, [1o0uM]. Después de 24 hrs de incubacién (Fig. 3a),
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se observé una ligera disminucién en los porcentajes de reduccidn de MTT, siendo
significativos sélo en presencia de FeCl, y cafeina (92% y 88% respectivamente). En el
caso de los cultivos tratados durante 48 hrs (Fig. 3b), la reduccién de MTT no se vio
alterada de manera significativa, excepto en presencia de cafeina, donde el valor fue de
58% en relacion al control.

Al igual que en los experimentos de exposicion aguda, decidimos evaluar el
contenido total de PPA en la fraccidén soluble en células MSN tratadas durante 24 (Fig.
3a) y 48 (Fig. 3b) horas. Como se aprecia en la figura 3, el tratamiento con H,O, indujo
una clara disminucién en el contenido de PPA. A diferencia de lo observado con los
tratamientos agudos, la exposicidn a FeCl, reduce los niveles de PPA aunque en una
proporcién menor en comparacion con el H,0,. Estos cambios en los niveles de PPA se
observaron en ambos tiempos de incubacién estudiados, aunque parecen no ser tan

marcados en los cultivos expuestos durante 48 horas.
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Fig. 3 Contenido de PPA en células MSN indiferenciadas sometidas a tratamientos crénicos. Reduccién
de MTT y Western blots representativos de cultivos celulares expuestos durante 24 (a) y 48 (b) horas a
distintos tratamientos: cafeina [smM], H,0, [10 y 25uM], Fedl, [1opM] y CuCl, [1opM]. Los datos
representan el porcentaje en relacién al control + ES de 4 determinaciones independientes hechas por
triplicado. Control * p < 0.05
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Contenido de PPA en células de neuroblastoma MSN diferenciadas.

Una vez determinado el efecto de los tratamientos arriba descritos sobre los
niveles de PPA en células indiferenciadas, decidimos evaluar si la exposicién a cafeina [5
mM], H,0, [25uM y 1ouM], FeCl, [1ouM] y CuCl, [1ouM] durante 24 o 48 horas también
inducia alteraciones en los niveles de PPA en células MSN diferenciadas. En este
sentido, encontramos que de manera general el contenido de PPA en los cultivos de
células diferenciadas expuestas a estos tratamientos presentan cambios similares a los
reportados en la Fig. 3. Cabe sefialar que los niveles totales de PPA son mayores en las
células MSN después de inducir su diferenciacién (Fig. 4). A partir de estos resultados,
en las siguientes series experimentales decidimos utilizar células diferenciadas
incubadas durante 24 hrs con concentraciones subtéxicas de H,0, [25uM] y Fedl,

[1ouM], al ser estas las condiciones en donde observamos los cambios mas evidentes.

ConTtroL H,O0, H,0, Fe(Cl, Contro.  H,0,
(25 uM] (10 uM] (10 uM] (10 uM]

130.7

87.9

Diferenciadas Indiferenciadas

Fig. 4 La diferenciacién celular induce un incremento en los niveles de PPA. Western blots
representativo que muestra niveles superiores de PPA en células neuroblastoma humano MSN
diferenciadas al compararlas con células en estado indiferenciado. Imdgenes representativas de 3
determinaciones independientes.

El estrés oxidante reduce el contenido de PPA 'y de sPPAc.

Inicialmente analizamos los efectos del H,0, y FeCl, sobre los niveles de PPA,
sPPAa y AP en células MSN, asi como su viabilidad y estado oxidante. El H,O, (25 uM) y
FeCl, (10 uM) indujeron un incremento significativo de alrededor de 50% y 40%

respectivamente, en la produccién de especies reactivas de oxigeno (Fig. 5d) sin
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detrimento de la viabilidad celular, la cual disminuye entre un 15% y 20%
respectivamente (Fig. 5¢). En la figura 5 se muestra que la presencia de agentes pro-
oxidantes disminuyen de manera significativa los niveles de de PPA total, asi como la
forma secretada no amiloidogénica (sPPAa) como se observa por Western-blot (Fig. 5a-
b) e inmunohistoquimica (Fig. 5f-h). Bajo estas condiciones, se presenta un incremento
de alrededor del 30% en los niveles de AP, secretados (Fig. 5e). Estos datos nos

sugieren que el estrés oxidante favorece el procesamiento amiloidogénico de la PPA.

Los niveles de expresion de enzimas con actividad de a-secretasa disminuyen después de
la exposicion a estrés oxidante.

Con el fin de determinar si la reduccién observada en los niveles de sPPAa y la
produccién de AB,, estaban asociados con un cambio diferencial inducido por ERO,
sobre la expresion de la a-secretasa, decidimos estudiar los niveles celulares de las
proteinas ADAM-10 y TACE. Se ha reportado que estas enzimas poseen actividad de a-
secretasa, siendo capaces de cortar a la PPA dentro del domino de la AB, impidiendo su
generacion y promoviendo la secrecion del fragmento sPPAca. Bajo las distintas
condiciones estudiadas, en la fraccidn celular se detectd dos bandas inmunoreactivas
para la ADAM-10. La banda superior corresponde a la pro-enzima, enzimaticamente
inactiva (con un peso molecular aparente de 85 kDa); mientras que la inferior
corresponde a la forma metabdlicamente activa de ADAM- 10 (con un peso molecular
aparente de 68 kDa). En presencia FeCl,, se observa una ligera reduccién en la forma
metabdlicamente activa (Fig. 6a). En tanto, una disminucién en los niveles ADAM-10 fue
mds evidente por inmunohistoquimica, al comparar las células control (Fig. 6d) con las
expuestas a H,0, (Fig. 6e)y FeCl, (Fig. 6f) durante 24 hrs bajo las mismas condiciones,
la enzima TACE se mostré mds sensible a los tratamientos inductores de estrés
oxidante, presentdndose una disminucién significativa (~50%) en los niveles de
proteina, como se observa claramente en la banda inferior, la cual corresponde a la

forma madura de TACE, metabdlicamente activa (Fig. 6b). Estos resultados demuestran
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Fig. 5 Condiciones inductoras de estrés oxidante reducen los niveles de PPA y sPPAa concomitante a un
incremento en la secrecion de AB,, en células de neuroblastoma humano diferenciadas. (a) Western
blot representativo de la PPA en células MSN incubadas durante 24 hrs en presencia de: H,0, [25uM] y
FeCl, [10 uM]. (b) Western blot representativo de la sPPAa secretada al medio de cultivo. En (c) se
observa la viabilidad celular, evaluada con el uso de la prueba de exclusién de azul de tripano. La
generacién de especies reactivas de oxigeno como resultado de los distintos tratamientos se muestra
(d). Los niveles de AB,, secretados se determinaron por una prueba de ELISA (e). En las micrografias se
muestra la inmunoreactividad para PPA en células MSN bajo condiciones control (f) y después del
tratamiento con H,0, (g) o FeCl, (h). Barra de escala 50 um. Los resultados se expresan como
porcentajes en relacién al control. Los valores mostrados representan el promedio de 6-8
determinaciones independientes realizadas por cuadruplicado * error ES. Control * p < 0.05
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que el decremento en el contenido proteico de enzimas con actividad de a-secretasa es
un evento asociado a un estado de estrés oxidante, el cual puede contribuir a una

elevacion en los niveles de AB,, secretados.
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Fig. 6 Los tratamientos inductores de estrés oxidante disminuyen los niveles de proteinas con actividad
de o-secretasa involucradas en el procesamiento no amilodogénico de la PPA en células MSN
diferenciadas. Western blots representativos y analisis densitométrico que muestra los niveles de
ADAM10 (a), TACE (b) and a-Tubulina (c), después de 24 hrs de tratamiento con: H,0, [25uM] and FeCl,
[10 uM]. La banda superior muestra a la forma inmadura, metabolicamente inactiva, de ADAM10 o TACE;
en cada caso la banda inferior muestra la forma madura de las enzimas. En las micrografias se muestra la
inmunoreactividad para ADAM10 en células MSN bajo condiciones control (d) y después del tratamiento
con H,0, (e) o Fedl, (f). Barra de escala 50 um. El analisis densitométrico se expresa en unidades
arbitrarias de densidad dptica (UDO). Los valores mostrados representan el promedio de 6
determinaciones independientes realizadas por duplicado + ES. Control * p < 0.05

El estrés oxidante regula positivamente la expresién de Presenilina 1 and BACE1.
Una vez demostrada la participacion del estrés oxidante en la disminucién de los

niveles proteicos de las enzimas involucradas en el procesamiento no amiloidogénico
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de la PPA, decidimos examinar el efecto de las condiciones pro-oxidantes sobre dos
elementos del complejo de la y-secretasa: presenilina 1, que posee la actividad catalitica
del complejo y nicastrina, la cual participa en la estabilizacion de la y-secretasa. En Ia
Fig. 7 se muestra que los niveles de nicastrina (tanto la forma inmadura como la
madura, con un peso molecular de alrededor de 140 y 130 kDa respectivamente) no
presentan cambios en presencia de H,0, o FeCl, (Fig. 7a). Por otro lado, los niveles de la
presenilina 1 muestran un incremento significativo al ser expuestas a las mismas

condiciones inductoras de estrés (Fig. 7b).
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Fig. 7 Efectos de tratamientos inductores de estrés oxidante sobre los niveles de proteinas
pertenecientes al complejo de la y-secretasa involucrado en el procesamiento amilodogénico de la PPA.
Westerns blots representativos y andlisis densitométrico que muestra los niveles de nicastrina (a),
Presenilin1 (b) y a-Tubulina (c), después de 24 hrs de tratamiento con: H,0, [25uM] and FeCl, [10 uM]. La
banda superior (marcada con el rombo negro) indica la forma inmadura de la Nicastrina, mientras que la
banda inferior muestra la forma su activa. El andlisis densitométrico se expresa en unidades arbitrarias de
densidad dptica (UDO). Los valores mostrados representan el promedio de 6 determinaciones
independientes realizadas por duplicado + ES. Control * p < 0.05

Debido a que BACE1 es la enzima limitante en la generacién de A, decidimos
determinar si el estrés oxidante también es capaz de incrementar los niveles de esta
enzima. Células MSN diferenciadas fueron expuestas a ambos estimulos pro-oxidantes
durante 24 hrs, como consecuencia, se observé un incremento de alrededor del 30% en

la expresion de BACE1 (Fig. 8a). Al realizar una inmunohistoquimica, se observd este
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mismo efecto al comparar el contenido de BACE1 en células control (Fig. 8c) respecto a

células MSN expuestas a H,0, (Fig. 8d)y FeCl, (Fig. 8e).

(a) (c)

hd
KDa Control HO, FeCl »
8§7.0 m— - : :‘- ‘ zJ
e
Vo o)

150 -
’f *

-‘E’ 100
3
G
B

50 A
)

0 d

BACE

(b)
KDa Control H,O, FeCl2

*_

250 1

200 4
150 -
100 -
50 4

0

a-Tubulin . k

Opitical density

Fig. 8 Los niveles de B-secretase, enzima limitante en la generacién de A, se incrementan bajo
condiciones de estrés oxidante. Westerns blots representativos y analisis densitométrico que muestra
los niveles de BACE1 (a) y a-Tubulina (b), después de 24 hrs de tratamiento con: H,0, [25uM] and Fedl,
[10 uM]. En las micrografias se muestra la inmunoreactividad para BACE1 en células MSN bajo
condiciones control (c) y después del tratamiento con H,0, (d) o FeCl, (e). Barra de escala 50 um. El
andlisis densitométrico se expresa en unidades arbitrarias de densidad dptica (UDO). Los valores
mostrados representan el promedio de 6 determinaciones independientes realizadas por duplicado * ES.
Control *p < 0.05
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La fosforilacién de la Thr668 de la PPA mediado por la cinasa JNK estd asociada con su
procesamiento a través de la via amiloidogénica.

Tras demostrar que el estrés oxidante promueve un aumento en los niveles de
proteinas involucradas en la via amiloidogénica, quisimos averiguar cual podria ser el
mecanismo que liga al estrés oxidante con el procesamiento exacerbado de la PPA.
Aunque existe controversia acerca del papel que juega la fosforilacion de la Thr668
(pThr68) de la PPA en el procesamiento amiloidogénico, encontramos un incremento
de este fosfoepitopo después de exponer células diferenciadas MSN durante 24 hrs a
H,0, o FeCl,. En este sentido, demostramos la aparicién de formas fosforiladas tanto de
PPA, asi como del fragmento proteoliticos C99 (Fig. 9a), concomitante a una reduccién
del contenido total de PPA (Fig. 9¢). Esto sugiere que BACE1 estaria actuando sobre el
sitio-B en la PPA, produciendo un aumento en el contenido de la forma fosforilada de la
Thr668-C99 (Fig. 9a). En este sentido, se ha reportado (Kimberly et al., 2005) que la
aparicion del fosfoepitopo pThr668 bajo condiciones de estrés oxidante depende
principalmente de la activacion de la cinasa JNK. En otra serie de experimentos,
probamos el efecto del inhibidor selectivo de JNK, SP600125, sobre la fosforilacion de
la Thr668 y el procesamiento de la PPA. Como se puede observar, las células expuestas
a H,O0, o Fedl, e incubadas con el inhibidor SP600125, no muestran cambios en la
inmunoreactividad para el fosfoepitopo pThr668 (Fig. 9b). Asi mismo, los niveles
totales de PPA no se encuentran alterados a pesar de estar expuestas a un ambiente
pro-oxidante (Fig. 9d). Finalmente, apoyandonos en estudios de inmunofluorescencia
evaluamos la activacién de la cinasa JNK. En células expuestas a H,0,y FeCl, (Fig. 10b y
10C respectivamente) se observé un incremento en la sefal de JNK fosforilada (su
forma activa), asi como su acumulacién nuclear (Fig. 10e y 10f respectivamente) en
relacién a las condiciones control (Fig. 10a y 10d). Estos resultados sustentan la
participacion de JNK en la fosforilacidn de la Thr668 de la PPA producto de la induccién

de un estado de estrés oxidante.
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Fig. 9 Participacion de JNK en la fosforilacion de la Thr668 de la PPA. Westerns blots representativos
que muestran la expresién de las formas fosforiladas de PPA y el fragmento C99 en ausencia (a) o
presencia (b) del inhibidor de JNK, SP600125 [suM]. Andlisis densitométrico y Westerns blots
representativos de los niveles totales de PPA en ausencia (¢) o presencia (d) de SP600125. El andlisis
densitométrico se expresa en unidades arbitrarias de densidad dptica (UDO). Los valores mostrados
representan el promedio de 4 determinaciones independientes realizadas por duplicado * ES. Control *

p < 0.05
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p-JNK / DAPI

Fig. 10 La exposicion de células MSN a H202 y FeCl2 induce un aumento en los niveles de la forma activa
de JNK, asi como su relocalizacion celular. (a y d) Células control muestran inmunoreactividad moderada
para la fosfo-JNK, la cual se localiza en el soma y los procesos celulares principalmente. (b y e)
Tratamiento con H202 [25uM]y (c y f) FeCl2 [1opM] inducen una intensa inmunoreactividad en el nticleo
y soma. En rojo se aprecia la distribucién de la fosfo-JNK y en azul se muestra el nticleo teiido con DAPI.
Micrografias representativas de 3 experimentos realizados por cuadruplicado. Barra de escala = 20 um

(a-c) y 50 pm (d—f).
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XIl. DiScusION

En este trabajo demostramos que durante la exposicion a condiciones pro-
oxidantes (H,O, o FeCl,) las células de neuroblastoma humano presentan una
modulacién diferencial de las principales enzimas proteoliticas involucradas en el
procesamiento de la PPA. Es relevante que en nuestro modelo, el cual expresa de
manera normal la PPA silvestre humana, se observd un aumento en la generacion de
A4, como resultado de un decremento en la expresion de enzimas con actividad de a-
secretasa (encargada del procesamiento no amiliodigénico) y un incremento en la
expresion de BACE1y presenilina (involucradas en el procesamiento amiloidogénico).

La importancia del estrés oxidante en la patogenia de la enfermedad ha sido
ampliamente sustentada con evidencia experimental en pacientes con EA,
encontrando una relacion entre la extensidon del dafio cerebral y la presencia de
marcadores oxidantes. En algunos de estos estudios se demostré un incremento en la
oxidacion de acidos nucléicos, proteinas y lipidos en el cerebro de pacientes con EA
(Behl & Moosmann, 2002; Butterfield, 2002) asi como concentraciones elevadas de Fe
(1) y Cu (1) dentro de las placas seniles. La presencia de estos metales promueven la
agregacion del AP, ademas de potenciar el estrés oxidante mediado por metales
asociado a la formaciéon misma de las placas seniles (Huang et al., 1999; Smith et al.,
1997). Otros estudios han detectado un incremento en el contenido de productos de la
oxidacion lipidica, como lo son los isoprostanos, en plasma y cerebro de paciente con
EA, asi como en ratones transgénicos que sobre expresan una forma mutada de la PPA
humana (Pratico et al., 2000, 2001; Montine et al., 2005). Por otro lado, linfoblastos y
fibroblastos de pacientes con EA familiar presentan un aumento en los niveles de
malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi 2-nonenal (Cecchi et al., 2002).

Actualmente se ha establecido que condiciones pro-oxidantes pueden regular el
procesamiento de la PPA, a través de la modulacidn de la expresion y la actividad la
enzima BACE1 (Tong et al. 2005; Tamagno et al., 2005, 2008a; Shen et al., 2008) y la

actividad de la y-secretasa (Tamango et al, 2008a). En este trabajo ampliamos
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resultados previos y demostramos que concomitantemente al incremento del
procesamiento amiloidogénico de la PPA, existe una diminucion en la participacion de
la via no amiloidogénica, a través de un decremento en la expresién de enzimas con
actividad de o-secretasa. El procesamiento no amiloidogénico, mediado por la o-
secretasa, previene la formacion de AB; contrariamente, una reduccién en su actividad
podria causar un incremento en la produccién de AB. Como se menciond previamente,
ADAM10 parece ser responsable de la actividad constitutiva asi como de la inducible,
mientras que TACE presenta actividad de a-secretasa inducible (Buxbaum et al., 1998).
En el presente estudio demostramos que bajo condiciones de estrés oxidante, la forma
madura (enzimdticamente activa) de TACE exhibe una importante reduccién en los
niveles proteicos asociado con el decremento de los niveles de la sPPAa. En este
contexto, ha sido reportado recientemente que células de neuroblastoma que
presentan un ligero incremento en los niveles de TACE muestran un efecto robusto al
disminuir los niveles en los niveles de AP (Tachida et al., 2008). Por otro lado, se ha
reportado que la actividad de a-secretasa aumente en células neuronales expuestas al
compuesto antioxidante miricetina (Shimmyo et al., 2008). Tomando en conjunto las
evidencias anteriores y los hallazgos que presentamos, podemos concluir que los
cambios observados en el presente trabajo podrian ser suficientes para disminuir el
procesamiento no amiloidogénico de la PPA, esto ultimo apoyado por la reduccién en
los niveles del fragmento neurotréfico sPPAa (producto del metabolismo no
amiloidogénico, ver Esq. 2).

Las condiciones pro-oxidantes usadas en el presente estudio, también inducen
una regulacidén positiva de la y-secretasa, como lo muestran el incremente significativo
en los niveles de la proteina presenilina 1, la cual posee la actividad catalitica del
complejo y-secretasa, mientras que los niveles de nicastrina, cuyo papel es Ia
estabilizacion de dicho complejo, no se ven alterados bajo estas condiciones. En este
sentido, evidencia previa muestra que el estrés oxidante regula de manera positiva la
actividad de la y-secretasa (Tamagno et al., 2008a; Shen et al., 2008), pero nuestros

datos demuestran especificamente, que la presenilinat podria estar particularmente
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involucrada en dicho efecto, bajo condiciones pro-oxidantes. Por otro lado, la proteina
BACE1, con altos niveles de expresidon en neuronas, parece ser la principal enzima con
actividad de B-secretasa y el paso limitante en la produccién de AB. Siguiendo esta
secuencia, la acciéon de la P-secretasa sobre la PPA conduce a la generaciéon del
fragmento proteolitico C99, el cual es procesado posteriormente por la y-secretasa
concluyendo con la generaciéon de AP (ver Esqg. 2). Hasta este momento, no se han
detectado mutaciones en la proteina BACE en los casos de tipo familiar de la EA (Cruts
et al., 2001; Nicolaou et al., 2001), sin embargo, han sido reportados aumentos en los
niveles de expresidon de BACE1 en la corteza de paciente con la EA de tipo esporadico
(Holsinger et al., 2002; Yang et al., 2003). Los mecanismos implicados en esta elevacién
de los niveles de BACE en algunos casos de EA de tipo esporadico se desconocen hasta
el momento. En diversos trabajos se ha examinado el papel de vias activadas por
estrés sobre la elevacidon de BACE (Tong et al., 2005; Tamagno et al., 2005, 2008a). En
concordancia con estos reportes, nosotros observamos un incremento en los niveles
de BACE1 como lo revelan los estudios por western-blot e inmunohistiquimica.
Adicionalmente, a partir del estudio de la presencia de fosfoepitopo Thr668,
observamos una acumulacién del fragmento fosforilado C99, el cual indica un gran
procesamiento de la PPA principalmente dirigido por BACE1.

El principal sitio de fosforilacién de la PPA es la Thr668, localizada en la regién
citoplasmatica. De manera fisioldgica, la fosforilacion de la PPA en la Thr668 se observa
en neurona en divisidn, asi como en células bajo estrés. Concomitante a la regulacion
diferencial de los niveles proteicos de las distintas secretasas, nosotros encontramos
evidencias de que el aumento en la fosforilacion de la Trh668 esta mediada por la
cinasa JNK durante la exposicidn a un estado de estrés oxidante, y esta fosforilacion
podria participar en el corte endoproteolitico de la PPA mediado por BACE1. La
inhibicion farmacoldgica de la cinasa JNK bloquea la fosforilacion de la Thr668, ademas
de revertir la reduccién en los niveles de PPA y sPPAa. Estos resultados sustentan la
participacion de la cinasa JNK en la generaciéon de AP mediada por la via

amiloidogénica. Aunque existe controversia en este punto, ya que ciertas evidencias

47



ligan la fosforilaciéon en la Thr668 de la PPA con los niveles de AB (Ando et al., 2001; Lee
HG et al, 2003; Akiyama et al., 2005), otros reportes no encuentran que esta
fosforilacién este mecanisticamente ligada a la produccién de AB (Sano et al., 2006). En
este sentido, Shin et al. (2007) propusieron la probable existencia de dos alternativas
en el procesamiento de la PPA, una dependiente de la fosforilacion de la Thr668 y otra
independiente de esta para la generacién de AB. Sin embargo, en el presente trabajo
encontramos una gran acumulacién del fragmento endoproteolitico C99, el cual se
hallaba fosforilado en la Thr668. El papel de este fragmento, generado por la accién de
BACE1, es el principal responsable del procesamiento pro-amiloidogénico de la PPA

durante el estrés oxidante.

SAPPB — C99
Q) )
U ))

—_ SAPPOl . C83
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i
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NHz-() ) AB )-coou
B—sec retase | y—secretase
(BACE1) (PS1, Nct)
a-secretase
(ADAM10, TACE)

Esq. 2 Representacion de los distintos productos generados a partir del metabolismo de la PPA. La PPA
es una glucoproteina transmembranal que puede ser procesada a través de dos vias: la amiloidogénica y
la no amiloidogénica. Bajo condiciones metabdlicas normales aproximadamente el 90% de la PPA es
procesada por la via no amiloidogénica, generandose el fragmento sPPAa debido a la accién de la a-
secretasa en la membrana celular previniendo asi la formaciéon de AP. Alternativamente, en la via
amiloidogénica, el AP es generada por el procesamiento secuencial de la - y la y-secretasa, las cuales
producen las regiones N-y C-terminal respectivamente.
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En resumen, los resultados del presente trabajo complementan otros reportes
recientes y agregan nuevos datos sobre el papel del estrés oxidante en el
procesamiento amilodogénico de Ila PPA humana silvestre en células de
neuroblastoma, el cual desencadena una regulacién negativa de las enzimas con
actividad de o-secretasa, asi como una regulacidon positiva de la y-secretasa y en
particular de la B-secretasa, dependientes de la activacion de la cinasa JNK.

En conjunto, la evidencia experimental obtenida en el presente trabajo sugiere
fuertemente la posibilidad de utilizar estrategias farmacoldgicas encaminadas a
contrarrestar la actividad bien sea de la B-secretasa, la enzima limitante en Ia
generaciéon de AB o de la actividad de JNK (ver Esq. 3). En este sentido algunos autores
han propuesto la inhibicidon de la cinasa JNK como un blanco farmacoldgico en el
tratamiento de algunas enfermedades. Incluso el uso del inhibidor SP600125, que fue
utilizado por nosotros en el presente trabajo, se ha reportado con éxito en el
tratamiento de artritis reumatoide en modelos animales (Han et al., 2001). De manera
especifica la inhibicidn de la cinasa JNK3, se ha propuesto en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y Parkinson, asi
como en la prevencidon de la muerte neuronal en casos de infartos cerebrales

(Bogoyevitch et. al., 2004).

Condiciones Basales

APP

“\

SAPPa

Esq. 3 Posibles blancos para el control
de la amiloidosis en la EA. Condiciones
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Aunque inicialmente analizamos un ndmero mayor condiciones capaces de
influir en la produccién de AP, tales como la cafeina y el Cu® y cuya presencia se ha
documentado en la EA (Lee RK et al., 1999; Strausak et al., 2001), en nuestro modelo
parecieran no alterar de manera significativa el metabolismo de la PPA. Sin embargo, se
sabe que otras condiciones del metabolismo alterado en las células de neuroblastoma
humano como la dishomeostasis del calcio interno podrian también ejercer un efecto
similar al del estrés oxidante alterando el metabolismo de la PPA. Aunque no
exploramos mas esta posibilidad en los cultivos celulares sometidos a diferenciacion,
los experimentos con cafeina merecerian un estudio mds profundo con el fin de
corroborar estos resultados, usando ya sean rianodina o agonistas adrenérgicos con el
fin de tener efectos mas especificos. Esto, debido a que la concentracién de cafeina
utilizada (5mM) se sabe que activa al receptor de rianodina e induce una liberacién de
calcio de pozas internas ademas de inhibir la accién de la fosfodiesterasa, lo cual podria
permitir una elevacién en los niveles de AMPc (Lee RK et al, 1999). En este sentido,
existen algunos reportes epidemioldgicos los cuales indican que situaciones capaces de
aumentar de manera crénica la concentracion de adrenalina o noradrenalina favorecen
el desarrollo de la EA.

Con respecto al Cu™, aunque no detectamos cambios importantes en el
metabolismo de la PPA, se ha reportado altas concentraciones de éste metal dentro de
las placas seniles, siendo capaz de interactuar con el AB, al igual que el Fe*,
promoviendo su agregacion y potenciando el estrés oxidante asociado a la formacidn
de placas amiloideas (Huang et al., 1999; Smith et al., 1997). También se ha propuesto a
la PPA como un transportador especifico de cobre el cual posee la capacidad reducirlo
y permitir su utilizacion biolégica (Ruiz et al., 1999). De esta manera aunque en nuestro
modelo el Cu* no parece no alterar el metabolismo de la PPA, podria participar en el

proceso de agregacion del AB generado.
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XIIl. CONCLUSIONES GENERALES

La induccién de un estado de estrés oxidante, promovido por exposicion a H,0,
y Fe** (determinado por un aumento en la generacién de ERO) fue capaz de
alterar el procesamiento normal de la PPA, en células de neuroblastoma
humano MSN, tanto en un estado indiferenciado con después de inducir su

diferenciacion.

Bajo estas condiciones se observd una disminucion en los niveles de PPA 'y

sPPAa. concomitante con un incremento en la generacion de AB,,.

En nuestro modelo, los tratamientos pro-oxidante tienen un efecto diferencial

sobre las enzimas que participan en el metabolismo de la PPA.

Las exposiciéon a H,0, y Fe*" disminuye los niveles de proteinas con actividad de
a-secretasa (ADAM10/TACE) involucradas en el procesamiento no

amilodogénico de la PPA.
El estrés oxidante regula positivamente la expresidn de Presenilina 1 and BACE1,

ambas involucradas en la generacién de AP, a través del procesamiento

amiloidogénico.

La fosforilacion del residuo de Thr668 de la PPA es un evento central en la

generacion de AR, la cual esta mediada por la cinasa JNK.
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Abstract
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frequent factors associated with this neurodegenerative dementia. Several
investigations have revealed the presence of oxidation products from profeins,
lipids, and DNA in postmortem tissue of AD patients, which is indicative of
increased oxidative stress. However, at present a controversy has avisen
regarding if oxidative stress is a consequence rather than a cause of the
detrimental effects of A on neurons. The present review is a brief outline of
one key mechanism involved in the pathological cascade of AD: free radical
generation and its role in amyloid precursor protein (APF) metabolism and in
the A fFinduced mechanisms associated with neuronal death.

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) 1s a neurodegenerative disorder characterized by
progressive and irreversible loss of memory and other cognitive functions.
Substantial evidence based on genetic, neuropathological and biochemical data
has established the central role of amyloid-f protein (AB) in this pathology [1].
Although the precise etiology of AD is not well understood yet, strong
evidence for some of the molecular events that lead to progressive brain
dysfunction and neurodegeneration in AD has been afforded by the
identification of biochemical pathways implicated in the generation of AP, the
development of transgenic models that exhibit the progressive disease
pathology and by data on the effects of AP on neuronal function. Increase in
free radical generation has been associated with aging and appears to be
involved in AP generation as well as in its toxicity. Moreover, oxidative stress
seems to be mechanistically linked with other features associated with
neuronal death in AD, namely, metabolic, mitochondrial, metal, and cell-cycle
abnormalities [2].

Oxidative stress and AD

One of the major insults to brain during aging is oxidative stress, which is
often associated with the lack of protection against the cellular generation of
reactive oxygen species (ROS). These ROS cause oxidative damage to nucleic
acids, carbohydrates, proteins, and lipids. Oxidative damage is particularly
detrimental to the brain, where the neuronal cells are largely post-mitotic. The
brain is especially susceptible to oxidative stress because it consumes 20% of
the total body oxygen. Besides, brain is enriched with peroxidizable
polyunsaturated fatty acids and has very low level of catalase activity and only
moderate amounts of the endogenous antioxidant enzymes, superoxide
dismutase and glutathione peroxidase [3]. Additionally, the brain has high
levels of iron and ascorbate, which are the key catalysts for lipid peroxidation.

The term ROS is used to describe free radicals derived from molecular
oxygen. Oxygen reduction by one electron produces relatively stable
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intermediates. The superoxide anion (O,"), the product of oxygen that is
reduced by one electron, is the precursor of most ROS. Spontaneous or
catalytic dysmutation of O,", produces hydrogen peroxide (H,O,), which may
be partially reduced to a hydroxyl radical (+*OH), one of the strongest oxidant
molecules. Additionally, O,” may react with other radicals, including nitric
oxide (*NO), resulting in peroxynitrite, which 1s also a very powerful oxidant
[4].

Accumulation of endogenous oxidative stress products seems to contribute
to chronic diseases of the CNS such as Amyotrophic Lateral Sclerosis,
Huntington’s disease, Parkinson’s disease and AD. Although it has not been
demonstrated that oxidative stress is the ultimate cause of any of these
diseases, accumulation of oxidative stress products participates at least in their
development and symptoms.

In patients with AD, a relation between the state of oxidative products and
cerebral damage exists and wide experimental evidence supports the
importance of oxidative stress in the pathogenesis of this disease. Some of
these observations are:

a) 1ncreased levels of the oxidation of nucleic acids, proteins and lipids in the
brain of AD’s patients [5, 6];

b) high concentrations of Fe (IIT) and Cu (IT) in amyloid plaques. Both metals
interact with AP promoting its aggregation and enhancing metal-catalyzed
oxidative stress associated with amyloid plaque formation [7, 8];

¢) 1ncreased intracellular deposits of advanced glycation end products
(AGES) which colocalize with intracellular neurofibrillary tangles
(composed by hyperphosphorylated tau), frequently conjugated to the
proteasome component, ubiquitin. A possible role of AGES in the
induction of hyperphosphaorylated tau has been proposed [9, 10];

d) induction of cellular oxidative stress by AP i animal models and in
cultured neurons [6].

Other studies have detected increased levels of products of lipid
peroxidation, such as isoprostanes in plasma and in the brain of AD patients
and in transgenic mice that overexpress mutated human APP [11-14]. In
addition, Cecchi et al., [15] showed raised levels of malondialdehyde (MDA),
and 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) in fibroblasts and lymphoblasts of familial
AD patients. Moreover, the accumulation of ROS seems to be associated with
neuritic plaques [16] and, in cultured neurcons, AB;.y-induced cell death was
correlated with an increase in protein oxidation (protein carbonyl, 3-
nitrotyrosine) and lipid peroxidation (HNE) formation [ 17].

Studies on lipid peroxidation in AD brain have been focused mostly on
two polyunsaturated fatty acids: arachidonic acid, and docosahexaenoic acid,
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because they are the most abundant fatty acids forming membrane
phospholipids [14, 18, 19] and are the most vulnerable targets for free radical
attack [20, 21]. Both fatty acids were found reduced in the hippocampus of
patients with AD [22, 23].

The senescence-accelerated mouse strain SAMP8 was proposed as a
suitable animal model for the study of aging-associated brain function decline
[24]. Tt has been shown that SAMPS mice have increased markers of brain
lipid peroxidation and protein oxidation and, by 12 months of age, this strain
develops elevated levels of AP and severe deficits in learning and memory.
Treatment with the antioxidant «-lipoic acid decreases levels of both protein
carbonyls and MDA, and reverses memory impairments [25, 26]. In other
experiments n the same mouse brain, the administration of antisense
oligonucleotides directed against the AP region of the APP gene was shown to
decrease soluble AP peptide [27], reverse the memory deficits, and decrease
brain oxidative markers [26].

Targets of protein oxidation during AD were identified using a proteomic
approach. Oxidatively altered proteins included those dealing with energy
metabolism, glutamate reuptake, phospholipid asymmetry, synaptic function,
cell cycle control and proteasomal alterations. Among these proteins, the
carboxy terminal of the ubiquitin hydrolase 1.-1 (UCH 1.-1) is specifically
oxidized in AD, leading to loss of activity of the proteasome, and accumulation
of damaged or aggregated proteins. Lipid peroxidation products including
HNE are potent inhibitors of proteasome activity [28]. Since HNE is capable
of cross-linking covalently to proteins, it is believed that it may inhibit
proteasome activity in AD [29]. The inhibition of proteasome activity seems to
be a necessary step leading to A neurotoxicity. On the other hand, the protein
Pin-1 was found oxidatively modified in AD hippocampus and showed
significantly diminished activity, which could be implicated in the
accumulation of hyperphosphorylated tau [30].

In order to establish a time-course of oxidative stress-associated events in
a model of AD pathology, Schuessel et al., studied oxidative damage and
enzymatic antioxidant defense in transgenic mouse models of AD at different
ages [31]. Interestingly, in Thyl-APP7515L mice, reduced Cu/Zn-SOD
activity leads to oxidative damage, which 1s probably related to amyloidogenic
processing of APP. These results further support the increase of antioxidant
defense for the prevention or therapy of AD [31].

Although genetic, biochemical, and neuropathological data strongly
support the idea that AP is a key element in AD pathogenesis [1], the
etiopathology of this complex disease remains unclear. Considerable data
suggest that AD is a polygenic and multifactorial illness and, as in other aged-
related diseases, oxidative stress may be a key event [32, 33]. Interestingly,
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there i1s an inexorable link between AP and oxidative stress. In this sense,
many # vivo and in vitro studies have shown that AP aggregation induces
oxidative stress and, on the other hand, free radicals increase the production of
AP [34-36]. This loop probably plays a crucial role in AD progression because
oxidative stress 1s an age-dependent phenomenon [37] and aging 1s the greatest
risk factor for AD.

Many research groups have supported the hypothesis that part of the toxic
properties of AP can be mediated via a pathway involving ROS. This view is
strengthened by the observation that cells resistant to A} toxicity have elevated
levels of the antioxidant enzymes catalase and glutathione peroxidase [38] and
because the use of vitamin E and other lipophilic antioxidants rescue neuronal
cell lines from AB-induced cytotoxicity [39].

In addition to the well-documented role of AP in AD, extensive data from
patient studies and in vive animal models indicate that impaired brain
metabolism 1s one of the cardinal and most frequent factors associated with
this neurodegenerative dementia. In particular, reduced glucose oxidation and
mitochondrial activity have been documented in AD patients [40-42].
Although the connection between metabolic impairment and the amyloid
neurotoxic cascade has not been clearly elucidated, increased free radical
generation has been associated with aging and appears to be involved in AR
neurotoxicity [43-45]. We developed an in vive model of AP neurotoxicity
induced by the administration of AB,s 35 in the hippocampus of rats previously
treated with 1odoacetate, an inhibitor of the glycolytic enzyme, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, or with the mitochondrial toxin, 3-nitropropionic
acid, an irreversible inhibitor of succinate dehydrogenase [46]. Our observations
have consistently shown that in energy-deficient animals, AP;s35 induces an
extensive lesion in the dentate gyrus, while in energy-competent animals,
ABas 35 toxieity s erratic. Similarly, in isolated synaptic terminals from cortex

and hippocampus, AP toxicity 1s enhanced when incubated in the presence of
the metabolic inhibitors [46]. These observations agree with previous in vitro
results [47]. On the other hand, we have found increased free radical
generation nvolved in the enhancement of AR neurotoxicity during energy
impairment and have demonstrated the potential neuroprotective actions of the
antioxidant vitamin E [48].

Oxidative stress and AP production

The amyloid precursor protein (APP) is a type I integral membrane
glvcoprotein homologue to glycosylated membrane receptors present on the
surface of neurons and glia [49-51]. The APP gene is located on the long arm
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of chromosome 21 and is part of a multigene superfamily including 16
homologous amyloid precursor-like proteins (APLP) as well as APP
homologues [52]. Phylogenetic analysis, protein sequence alignment of known
homologues of the APP superfamily and experimental evidence support the
cell adhesion function of the APP, although it has also been implicated in the
modulation of differentiation, growth and connectivity of neurites [53-56]. The
APP is a ubiquitous protein with high degree of evolutionary conservation
[57]. Due to alternative splicing there are 10 isoforms ranging in size from 563
to 770 amino acids. Neurons mainly express a 695 amino acid-long form
(APP69S).

The metabolic processing of the APP has been well characterized mn a
number of cell lines [58]. Under normal metabolic conditions, about 90% of
APP molecules are cleaved by the o-secretase through the non-amyloidogenic
pathway producing a neurotrophic soluble fragment (xAPP). On the other
hand, the AP is generated by the sequential processing of APP by two
proteases, B-secretase and y-secretase, which produce the N and the C termini
of AP, respectively, through the amyloidogenic pathway.

The o-secretase processing prevents the formation of AB. Although the
exact identity of a-secretase has not been confirmed, pharmacological studies
suggest that it could be a Zinc-dependent metalloprotease [59]. The activity of
o—secretase may be constitutive or inducible by activation of the protein kinase
C [60]. Tt has been suggested that members of the ADAM (a disintegrin and
metalloprotease) family, such as the TNF-« converting enzyme (TACE or also
called ADAMIT), ADAMIO and ADAM9Y are proteins with putative o—
secretase activity [61].

As mentioned above, when the APP i1s not metabolized, it can be
internalized into endocytic compartments and subsequently cleaved by [-
secretase and y-secretase. Among these enzymes, B-secretase is the key rate-
limiting enzyme that nitiates the formation of AB. The B-site APP-cleaving
enzyme (BACE) has been identified as that containing the B-secretase activity.
The BACE protein is homologous to the pepsin family of aspartyl proteases
[62]. The BACE-1 is highly expressed in neurons and appears to be the major
enzyme in the amyloidogenic pathway, while the homologous protein BACE-2
has distinct APP-cleavage specificity [63]. The other enzymatic activity in the
amyloidogenic pathway is mediated by y-secretase, a protein complex which
cleaves within the transmembranal domain of the APP, and is formed by
nicastrin, Aph-1, Pen-2 and presenilin (PS) which contain the protease activity
of the complex [64, 65]. Each member of the complex is critical for its
function because each one may modify the general activity or stability of y-
secretase as a response to specific physiological stimuli.
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However, the mechanism by which APP metabolism is regulated by
oxidative stress 1s, at present, not well understood yet. Some evidence suggests
that oxidative stress may alter APP processing at different levels. Free radicals
are able to modify proteins associated with the neuronal cytoskeleton and
vesicle trafficking that indirectly may result in modification of APP processing
through the amyloidogenic pathway. In this sense, it has been reported that
neurons exposed to a damaging insult reorganize their actin cytoskeleton into
rods (tapered cylindrical filamentous inclusions). These inclusions occlude
neurites and disrupt the microtubules network causing distal neurite atrophy
[66]. Human brains with AD exhibit rod-like inclusions, and a large percentage
of the amyloid-rich senile plaques have been associated with rod-like
aggregates. Rod-like structures can be formed by transient exposure to
oxidative stress-induced conditions such as excitotoxicity and ischemia [67].
Moreover, hippocampal cells exposed to AP show accumulation of vesicles
containing APP, BACE and PS-1 at rods. Indeed, the BACE products: APP B-
C-terminal fragment or AP also accumulate into rods. Taken together this
evidence strongly suggests that rods, formed in response to either AB or other
stress inductors, block APP transport and could enhance A production [68].

Clinical studies have suggested that the incidence of AD increases after
ischemic or hypoxic episodes [69]. Furthermore, levels of AR and APP are
enhanced during experimental ischemia in vive and in cellular models of
chronic hypoxia. It is well known that induction of hypoxia leads to a rise of
ROS [70]. Cortical astrocytes exposed to chronic hypoxia show a marked
increase in AP and PS-1 levels. Hypoxic-increase of AP production was
prevented by the use of the - or y- secretase inhibitors. Additionally, when the
cells were incubated with antioxidants, PS-1 expression was not induced [71].
In this sense, HIF (hypoxia-inducible factor) binding regions have been
recently shown in the PS-1 gene promoter regions [72], which potentially
represent a site at which O, levels may regulate PS-1 activity. On the other
study, SH-SY5Y cells exposed to a brief period of chronic hypoxia showed a
significant reduction in the non-amyloidogenic processing of APP associated
with decreased levels of the protein ADAM 10 and subsequently with oAPPs
secretion [73].

In human neuroblastoma cells (MSN) we induced oxidative stress by
incubating with H,O, 50 uM during 4 h and we observed a significant
reduction of the APP and o-APP species and an increase in AP suggesting that
under free radical production the amyloidogenic processing of APP is
enhanced (Fig. 1)

Oxidative stress in turn may contribute to AP accumulation by generating
modified AP species with a high tendency to aggregate and resistant to
clearance [36].
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Figure 1. Effect of HyO; on APP and AP content of MSN cells. Representative
Western-blot of APP (110 kDa) and «-APP (90 kDa) and AP (4 kDa) levels of MSN
cells exposed during 4 h to 50 pM of HyO,. Graph shows mitochondrial redox activity
of MSN cells measured as MTT reduction after exposure to different concentrations of
H;0,. Immunocytochemistry shows the morphological aspect of MSN cells and the
content of APP from control and HyOQ, 50 M treated MSN cells. Used antibodies were:
B-Amyloid (D17): s¢-3399 y Ad (I-17): se-7497.

Oxidative stress, cholesterol and Ap

AD is tightly linked to the accumulation of cholesterol. The role of
cholesterol in AD pathogenesis has been supported by several epidemiological
[74] and cellular findings [75]. A connection between cholesterol and AR
accumulation was first demonstrated in rabbits [76] and, more recently, studies
in transgenic mice have revealed cholesterol deposits with fibrillary AP in the
amyloid plaques [77, 78].

Individuals with high levels of plasma cholesterol show increased
susceptibility to AD [79] specially when the APOEz4 allele iz present.
Individuals that are homozygous for APOEe4 alleles (2% of the population)
are eight times more likely to develop AD than homozygotes for APOEE3 and
have higher levels of 245-hydroxycholesterol in CSF [79, 80]. ApoE is the
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main lipid transport protein in the brain and has the highest content of
cholesterol in the body (aprox. 20% of total body cholesterol) [81].

The brain is the organ with highest cholestercl content in the body, which
mostly comes from de novo synthesis by a multienzyme cascade that begins
with the action of B-hydroxy-p-methylglutaryl CoA (HMG CoA) synthase and
HMG CoA reductase. The latter enzyme is a target for the pharmacological
compounds, statins. A number of studies have demonstrated a noteworthy
reduction i the prevalence of AD in patients treated with statins [82, 83].

As has been mentioned, abnormal accumulation of AR in specific brain
regions and its clearance are processes regulated by cholesterol [84].
Cholesterol depletion after treatment with lovostatin, a lipophilic inhibitor of
the HMG-CoA reductase, induced a significant decrease in the A load of
neurons [85-88]. This cellular reduction was significant when cholesterol was
depleted by about 30-40% [87]. On the other hand, simvastatin, a hydrophylic
statin, efficiently dimmished Ap production in cultured hypocampal neurons of
guinea pigs [86, 88] and decreased levels of AP in the CSF of AD patients.
This reduction is small but significant for the AP, and correlates with a
reduction of 24S-hydroxycholesterol, the cholesterol metabolite produced
almost exclusively in human brain [89]. It was reported that reduced AP levels
18 accompanied by increased o-secretase activity [90] and that a high
cholesterol diet in rabbits increased the neuronal content of cholesterol and
raised BACE 1 levels [91]. Some studies have shown that cholesterol depletion
favors a non-raft lipid (rich in cholesterol and sphyngomyelin) environment in
which B- and y-secretase enzymes modify their cleaving actions on APP [92,
93]. Conversely, cholesterol loading enhanced amyloidogenic processing of
membranous APP and, hence, an AB cellular load increase nearly up to ten-
fold higher than the normal cellular content [87].

Finally, during aging in mice, in AD patients and in neurons exposed to
AR, significant increases in membrane-associated oxidative stress have been
reported as well as increased levels of long-change ceramides and cholesterol,
which presumably participate in the neurodegenerative cascade that ultimately
results in AD [94]. Moreover, AP was also reported to promote oxidative stress
directly by catalytically producing H,O, from cholesterol [95] and together
with APP, AP has oxidative effects on cholesterol producing 7-
hydroxycholesterol, a very toxic oxysterol [96].

Oxidative stress, AP and abnormal cell cycle reentry
Recent evidence indicates that, alongside oxidative stress, dysregulation of
the cell cycle of neurons susceptible to degeneration during AD may play a
crucial role in the initiation of the disease. In this sense, it has been suggested
that neuronal cell death is linked to the aberrant activation of cell cycle
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machinery in post-mitotic neurons. Expression of cell cycle-related proteins
has been reported in a variety of neurodegenerative conditions in mouse and
humans and in cultured neurons undergoing programmed cell death [97].

Overexpression of the powerful oncogene large T antigen in Purkinje cells
and retinal neurons leads to incorporation of BrDU into nuclei, but in the end,
it leads to cell death not to cell division [98, 99]. Rb functions as a tumor
suppressor and typically arrests the cell cycle in the G1 phase. Thus the
analysis of Rb -/- mice shows DNA synthesis together with apoptosis in CNS
and PNS [100-102]. These early findings suggest that the abnormal attempt of
mature neurons to activate the cell cycle may result in death. Numerous studies
have provided evidence that cell cycle-associated mechanisms contribute to
neurodegeneration in AD [103, 104].

Oxidative stress and cell cycle

Elevated ROS levels lead to lipid, protein, and nucleic acid damage, and
canresult in cell death via apoptosis or necrosis. Oxidative stress and cell cycle
abnormalities are implicated in several age-related neurodegenerative
disorders. Studies about the effect of oxidative stress on the cell cycle reveal
that, in proliferating cells, the detection of ROS-induced DNA damage causes
cell cycle arrest and promotes DNA repair. If the damage is too extensive,
apoptotic death is activated [105]. However, the description of the harlequin
(Hq) mutant mouse provides data regarding to reactivation of the cell cycle in
differentiated neurons stimulated by oxidative stress. These mice develop
progressive ataxia and retinal degeneration associated with the death of
cerebellar granule cells and retinal cells respectively. The Hq mutation is a
proviral insertion in the first intron of the apotosis-inducing factor gene (Aif),
resulting in 80-90 % decline of the mRNA and protein. ATF is a flavoprotein of
strong structural homology with glutathione reductase, an essential component
of the scavenging glutathione system [106]. Downregulation of AIF in
cerebellar extracts from Hq animals 1s correlated with oxidative markers: high
H,0O; intracellular levels, and increased catalase activity and total glutathione.
Another hallmark of oxidative stress i1s the presence of the modified base 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OhdG) m many neuronal types, including
cerebellar granule cells and retinal ganglion, amacrine and horizontal cells.
The neurons of the Hgq mouse also have defective cell cycle control. In older
Hgq mice, cerebellar granule and retinal cells expressed PCNA and CDC47,
both S phase markers, and they also showed BrdU incorporation. Furthermore,
all neurons that had re-entered to cell cycle were positive for 8-OhdG.
However, not all 8-OhdG-positive cells were in S phase, suggesting a temporal
relationship between oxidative stress and cell cyele reentry [107].

At present, the mechanism by which oxidative stress leads to cell cycle
abnormalities 1s not well defined yet [107]. One possibility is that oxidative
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stress may modify components of the mitogenic signalling pathway [108]. An
additional possibility is that ROS-induced DNA damage may itself initiate cell
cycle reentry [109].

AP and cell cycle

Numerous studies have implicated AP, 4;-induced oxidative stress in the
neurodegeneration observed in the AD brain [6]. Furthermore, incubation of
PC12 cells with ImM AR,y for 4 h resulted in the formation of purine dimers
in the DNA molecule. This led to the conclusion that free radicals generated by
AP cause oxidative DNA alterations, and deficient DNA repair may result in
neuronal death [110].

Cell cycle markers such Cdkd4, cyclins B, D and E, Ki 67 and p21 are
expressed in neurons from AD brains [103, 104]. Considering that A seems to
play an important role in AD, this raises the question of whether AP is
involved in the abnormal cell cycle reentry observed in this pathology.

Cultured neurons exposed to APi.4z or its active fragment ABss3s induces
expression of Gy markers: pRb, and the complex Cdk4/6 accompanied by
neuronal death [111]. Another study reported that A leads also to induction of
cycling E, A and DNA synthesis. Blockade of the G;/S transition by a cyclin D
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replication and apoptosis [112].

The question arises if the AB-induced oxidative stress and the cell cycle
activation are related. There is evidence suggesting that DNA oxidative
damage induced by A can lead to cell cycle reentry. In brain tissue samples of
10-month-old APP mutant transgenic mice, increased levels of the human Ap;.
40 and AB; 4, were associated with increased levels of 8-OhdG, one of the most
abundant DNA-oxidative stress product. Moreover, in cultured rat cortical
neurons exposed to DNA damaging agents including topoisomerase II
inhibitors, homocysteine and AR, an increase in p53 and Cde25 (Gi/S)
immunoreactivity was observed and accompanied by apoptosis. Flow
cytometry analyses revealed a significant increase in the percentages of
cultured neurons in S phase when incubated with these genotoxic agents [109].

At present, the question about the intracellular transducing mechanism
involved in AB-induced cell cycle reentry remains unresolved. The Ap-
induced cell cycle activation in SH-SYSY neuroblastoma cells seems to
involve the mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated
kinase (MAPK/ERK 1/2). Inhibition of this pathway by the compound
PD98059 completely prevented changes in cell cycle re-entry in the presence
of AP and significantly reduced neuronal death. Thus, the MAPK/ERK 1/2
pathway may participate directly in the induction or propagation of cell cycle
events in AD [113].
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To summarize, there is evidence that the oxidative DNA damage caused
by AP can lead to cell cycle activation in post-mitotic neurons [109]. This
effect on cell cycle induction seems to be mediated through MAPK/ ERK 1/2
[113]. Therefore, these results suggest a potential association between AR
aggregates, production of ROS, DNA oxidative changes and neurconal cell loss
observed in AD.

Conclusions and perspectives

A variety of cellular mechanisms seems to be involved in the pathogenesis
of AD. Recent investigations have started to focus on cellular pathways
activated by oxidative stress that may mediate neuronal injury. There are
complex metabolic interactions between free radicals, AP toxicity and APP
processing that may self-perpetuate pathogenesis in AD.

Increasing evidence shows that oxidative stress and aberrant mitogenic
changes play important roles in the pathogenesis of this devastating
neurodegenerative disease. However, although both oxidative stress and cell
cycle-related abnormalities are early events occurring before any cytopathology,
the relation between these two events and their role in the pathophysiology of
the disease remain unclear.

Ultimately, targeting new avenues for the development of therapeutic
strategies linked to mechanisms that involve cholesterol metabolism, cell-cycle
regulation and age-related ROS generation, may provide fruitful gains for both
the prevention and treatment of AD.
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ABSTRACT

The pathogenesis of Alzheimer disease (AD) is complex and is certain to involve diverse etiological
factors, but a central role has been strongly suggested for amyloid B-protein (AR), based on genetic,
binchemical and neurotoxicological evidence. In contrast with the well-documented effect of genetic
mutations in Af} overproduction, not much is known about the mechanisms involved in sporadic AD
{SAD) which account for more than 95% of cases. Extensive data from patients and in vive animal models
indicate that oxidative stress is one of the cardinal factors most frequently associated with this
neuradegenerative disease. The aim of the present study was to explore the effect of oxidative stress on
the normally expressed wild-type amyloid precursor protein {APP) in human neuroblastoma cells, which
represents a more physiological model of neuronal A generation. Since H;0; is the main source of the
highly reactive hydroxyl radical in the brain, and FeCl: can stimulate oxidative stress, including the
formation of the hydroxyl radical from H-0-, in the present work we studied the effect of these two pro-
oxidant molecules on the levels and processing of human APP by o, 3- and -y-secretase, and the role of
the stress-activared kinase c-fun N-terminal kinase {JNK). We provide evidence for a dual modularion of
amyloid precursor protein metabolism in differentiated human neuroblastoma cells related with a
down-regulation of cc-secretase and up-regulation of y-secretase, and parricularly of B-secretase and

also a JNK depending AP generation.

@ 2009 Elsevier Lid. All rights reserved.

1. Introduction

Although Alzheimer's disease (AD) has a complex pathogenesis
and its etiology is not well understood yet, substantial evidence
has established that altered metabolism of amyloid precursor
protein (APP)is a key event in the generation of amyloid (3-protein
{AB) which is deposited in the AD brain {Selkoe, 2001; Hardy,
2006) and may be responsible for the synaptic dysfunction and
neuronal death.

The metabolic processing of APP is complex and can occur via
several pathways named amyloidogenic or non-amyloidogenic
(Selkoe, 2003) depending on the cleavage of the molecule, which is
directed by o-, (3- or y-secretase (Esler and Wolfe, 2001).

Under normal metabolic conditions, w«-secretase processes
about 90% of APP by the non-amyloidogenic pathway. This form of
proteolytic cleavage generates a soluble neurotrophic fragment
(sAPPw) and prevents the formation of A{3. Members of the ADAM

* Corresponding auther. Tel: +52 55 56220215; [ax: +52 55 56229182,
E-matl address: carias@servidor.unam.mx (C Arias).

0197-013G/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/j neuint. 2009.06.012

{a disintegrin and metalloprotease} protein family, such as
ADAM10 and ADAM17 (also called TACE), are known to show
w-secretase activity (Parvathy et al., 1998; Asai et al., 2003 ). In the
amyloidogenic pathway, AP is released from the membrane-
spanning APP by sequential proteclytic processing under the
action of B-secretase (the key rate-limiting enzyme)} and +-
secretase. The [3-secretase activity is conferred by a transmem-
brane aspartyl protease, 3-amyloid cleaving enzyme 1 (BACE1)
(Vassar et al., 1999), while vy-secretase is a protein complex formed
by nicastrin, Aph-1, Pen-2 and presenilin (PS), which contains the
protease activity of the complex (Wolle et al., 1999; Yu et al., 2000;
Francis et al., 2002). The yield of two main Af species {AfB4o and
AR4,) is determined by the action of y-secretase (Marlow et al.,
2003}

In familial cases of AD (FAD), inherited mutations in the APP
gene alter the amount and aggregation properties of Af (CGoate
et al,, 1991}. On the other hand, mutations within the presenilin 1
and 2 genes increases the AR42/AB o ratio along life and cause very
early and severe forms of AD (Lemere et al., 1996; Levy-Lahad et al.,
1995; Rogaev et al., 1995; Scheuner et al.,, 1996; Sherrington et al.,
1995). However, much less is known ahout the mechanisms
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involved in the overproduction of A{3 in sporadic AD (SAD}, which
accounts for more than 95% of cases. In experimental models,
altered APP metabolism has been found during different brain
insults such as ischemia (Saido et al, 1994); excitotoxicity
(Stephenson and Clemens, 1998), synaptic damage (Herndndez-
Ortega et al., 2007); energy metabolism inhibition {Velliquette
et al., 2005) and oxidative stress (Tong et al., 2005; Tamagno et al.,
2005, 2008a; Shen et al., 2008). In addition, the expression and the
activity of PS1 and BACE1 are elevated in the brain of late-onset
SAD human patients ( Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002;
Yang et al., 2003; Matsui et al., 2007).

Recently, extensive literature reports oxidative stress, mito-
chondrial dysfunction, and calcium dyshomeostasis as the early
contributors in AD pathelogy, occurring prior (o the development
of detectable plaques and tangles (Nunomura et al., 1999, 2000,
2001; Pratico et al, 2001; Lee et al,, 2005). One of the major insults
to brain during aging is oxidative stress, which is often associated
with the lack of protection against the cellular generation of
reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defense systems in
the cell.

The melecular mechanism underlying the promotion of
amyloidogenic processing of APP that leads to the production of
AR by oxidative stress is not completely understood, but
significant progress has been achieved recently. It has been
observed in neuroblatoma cells that, under pro-oxidant conditions,
BACE1 is over-expressed by a mechanism involving the ¢-jun N-
terminal kinase (JNK) activation (Tamagno et al.,, 2005, 2008b). A
JNK-dependent activation of vy-secretase has also been reported in
neuroblastoma cell lines stably expressing APP695myc under
similar stress situation (Shen el al,, 2008). On the other hand, in
differentiated PC12 cells, oxidative stress induced by hydrogen
peroxide (H202) significantly increased BACE1-promoter activity
and A[ generation from APP carrying the human Swedish
mutation {Tong et al, 2005).

At present, the effect of oxidative stress on normally expressed
wild-type APP has not been studied, and it may represent a more
physiological model of neuronal A generation. Since H,0, is the
main source of the highly reactive hydroxyl radical in the brain,
and FeCl, can stimulate oxidative stress including the formation of
the hydroxyl radical from Ha 04, in the present work we studied the
effect of these two pro-oxidant molecules on the levels and
metabolism of human APP.

2. Materials and methods
2.1, Cell culture

The human neuroblastoma cell-line MSN (Reynolds et al, 1986) was grown in
24-well plates with RPMI 1640 medium containing non-essential amino acids plus
10% fetal calf serum inan atmosphere of 38C05/95%0., at 37 °C, and were plated at
adensity of 1 % 10° cells per well. After 24 h in culture, neurons were differentiated
adding 10 wM retinoic acid plus 50 ng/ml NGF during 5 days. At the end of this
period the incubation medium was replaced by fresh medium and neurons were
exposed to sub-lethal concentrations of Hy0, (25 wM ) and FeCl; (10 pM) for 24 h
Inother experiments, MSN cells were exposed to the [NKinhibitor SPGO0125 (5 M,
Calbiochem) 1 h before H,0, and FeCl, treatments.

2.2, Cell viability assay

Cell viability was assessed by the trypan blue exclusion method. After 24 h of
treatment, cells were harvested in physiclogical saline, 10 ! of 0.4% trypan blue
dye solution (Gibco) were added to 10wl of cells from each condition sample. Cells
that excluded trypan blue were considered viable and were counted with the aid of
a hemocytometer. Results are expressed as percentage of control values, Values are
the mean & SEM of 6-8 independent experiments made in quadruplicate.

2.3, Measurement of ROS formation

ROS were determined with a modified fluorometric assay (Lee et al, 2003),
which employs dihydrorhodamine 123 (DHR) (Sigma, St Louis, MO, USA) as the
probe, When DHR is axidized by HyOy in the presence of peroxidases it produces the

fluorescent compound rhodamine 123 (Gomes et al, 2005). MSN cells were treated
as described above and then harvested. A 100 pl aliquot of the samples (around
1= 10 cells) was centrifuged at 1200 rpm for 5 min. Then, 180 ul of buffer
containing in mM: 140 NaCl, 5 KCI, 0.8 MgS0,, 1.8 CaCly, 5 glucose, 15 HEPES, and
20 pl of 1 pM DHR was added o the pellet and incubated at 37 °C for 2 min. The
flucrescent product rhodamine 123 was measured using a spectrophotometer at
505 nm. Results are expressed as percentage of contrel values. Values are the
mean + SEM of 6 independent experiments made in duplicate.

2.4, Western biot

Aflter being treated, MSN cells were harvested in lysis buffer containing: 50 mM
Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.5% desoxicolate and Complete™
protease inhibitors cocktel (Roche), and then sonicated. Homogenates were
centrifuged at 14,000 rpm for 75 min and the supernatant collected to analyze APP
levels, Conditioned media was collected (o detect secreted sAPPe. Twenly-five
micrograms of protein were loaded on a 10X SDS-PAGE. Alter electrophoresis,
proteins were transferred to a nitrocellulose membrane. Staining with reversible
Ponceau was used to confirm loading of comparable amounts of protein. Then,
membranes were washed twice with PBS and blocked with selution containing PBS/
5% non-fat dry milk, and incubated overnight at 4 °C. In the same blocking solution,
the membranes were incubated overnight at 4°C with the following primary
antibodies: mouse moncclonal antibody anti-Alzheimer Precursor Protein Ad
(22C11)(1:500, Chemicon International), for sAPPe, goat polyclonal anti-Alzheimer
A4 (1-17): sc-7497 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rabbit polyclonal anti-
ADAMI0 (1:300, Chemicon International), rabbit polyclonal ant-TACE/ADAM 1Y
(1:500, Chemicon International ), mouse monoclonal anti-BACE (1:500, Chemicon
International), mouse monoclonal anti-Presenilin 1 (1:500, Chemicon Interna
ticnal), geat polyclonal anti-Micastrin (N-19): sc-14369 (1:500, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), rabbit pelyclonal anti-Phospho-APR{Thré68) (1:500, Cell
Signaling) and mouse monoclonal anti-oe-tubulin (1:500, Sigma-Aldnch, St Lous,
MO}, After three washes of 5 min cach with PBS/0.1% Tween 20, membranes were
incubated during 1 h at room temp ure with hor lish p idase-conjugated
secondary antibody: goat anti-mouse IgG (1:10,000, Zymed), goat anti-rabbit IgG
(1:15,000, Santa Cruz, Biotechonology, Inc.) and chicken anti-goat IgG (1:15,000,
Chemicon International). Membranes were subsequently washed (three washes/
S5min each) with PBS/0.1% Tween 20 and antibody signal was detected by
chemiluminescence (ECL kit from Amersham, Arlington Heights, IL) on Kodak X-
Omat films. Negative controls were prepared by omitting primary antibodies from
the procedure. Densitometric analysis of the Western blot bands was carried out
with NIH 1.38+ Image| software. Results are expressed as arbilrary oplic density
units (ODU). Values are the mean 4 SEM of 6-8 independent experiments.

2.5. Immunohistochemiscry

MSN cells were grown on coverslips, washed twice in cold PES for 5 min and
fixed with methanol at 20 °C for 5 min and washed again with PB5. Cells were
permeabilized with PBS confaining 0.3% Triton X-100 and 0.3% H.0, solution for
10 min at room temperature and left with blocking solution (PBS/2% normal horse
serum) overnight at 4 °C. Then, cells were incubated with mouse monoclonal anti-
Alzheimer Precursor Protein APP643-95 (1:500, Chemicon International), goat
polyclonal anti-Alzheimer A4 (1-17; 1:250, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), rabbit
polyclonal anti-ADAM10 (1:500, Chemicon International) and mouse monoclonal
anti-BACE (1:500, Chemicon International) for 24 h at 4 °C and washed three times
for 5 min with PBS Immediately after, cells were incubated with biotinylated
secondary antibody: anti-geat Igl (1:4000 Vector Laborateries, Burlingame, CA).
anti-rabbit IgG (1:4000 Vector Laboratories, Burlingame, CA) or anti-mouse 1gG
(1:10,000 Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 2 h at room temperature, and
washed again with PBS. Later, cells were processed with the ABC-biotinavidin
peroxidase kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA) and revealed wirh diamino-
henzidine tetrahydrochloride ag substrate. For flucrescence immunocytochemistry,
control and treated cells were labelled with an antibody against p-JNK
(Phosphorylated Thre-183 and Tyr-185, 1:250) (Santa Cruz Biotechnology, Inc).
Immunoreactivity was visualized using a TRITC-goat anti-mouse conjugated
secondary antibody (1:250, Zymed Laboratories, San Francisco, CA). Nucleus were
stained incubating cells with DAPI (1 mg/ml) during 5 mun. Cells were analyzed
using a laser scanning confocal microscope (Zeiss, LSM 5 Pascal, Axioplan 2) and
with a fluorescence microscope (Ziess Axioscop 40). Negative controls were
prepared by omitting primary antibodies from the procedure.

2.6, ABy; ELISA

APz levels in MSN cells were determined using an Ag;-specific sandwich ELISA
according to the recommendations of the manufacturer (BioSources International,
USA) After being treated as previously described, the MSN cell culture medium was
collected and samples were analyzed by ELISA assay. Afs. concentration was
detected reading optical densities at 450 nm on a BioRad Microplate Reader, Model
550. Results are expressed as percentages of contral values. Values are the
mean & SEM of 4 independent experiments made in duplicate. Results are expressed
as percentage of optical density compared with control cells.
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Fig. 1. Oxidative stress-inducing cenditions reduced APP and sAPPwx levels in the human MSN cells with a concomitant increase in AP g (a) Representative Western blot of
APP from MSHM cells incubated during 24 h in the presence of H205 (25 pM) and FeCl; (10 pM}. (b) Representative Western blot of secreted APPo fragment. () Cell viability
evaluated by the trypan blue exclusion assay. (d) Determination of ROS production after treatments. () ELISA determination of secreted levels of AR g,. Micrographs show APP
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2.7 Statistical analysis

Statistical significance was determined using Student's f-test or one-way
analysis of variance (ANOVA) fellowed by Scheffe’s test. All results are expressed as
the mean £ SEM.

3. Results
3.1. Oxidative stress reduces the content of APP and sAPPa

We initially examined the effect on APP and AP levels of
exposing MSN cells to Hy0» and FeCl, at doses high enough (o
induce a significant increase in ROS production without causing
significant neurodegeneration. Fig. 1 shows a significant decrease
in full-length APP (Fig. 1a) and in non-amyloidogenically secreted
«APP (sAPPa ) levels (Fig. 1b) in the presence of both pro-oxidant

agents, as revealed by Western blot and by immunecytochemistry
(Fig. 1f-h}, concomitant with a small reduction of about 15% in cell
viahility (Fig. 1¢) and a 50% increase in ROS production (Fig. 1d).
Under these conditions, secreted levels of A4, were increased by
30% (Fig. 1e}, indicating that oxidative stress favors the amyloido-
genic processing of APP.

3.2. Decreased expression of enzymes with w-secretase activity after
oxidative stress

To determine whether the observed reduction in sAPPa levels
and ABa» production was associated with ROS-induced differential
changes in the expression of secretases involved in non-amyloido-
genic APP metabolism, we examined the levels of putative enzymes
with a-secretase activity, particularly of ADAM-10 and TACE. These
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Fig. 2. Levels of enzymes with «-secretase activity decrease under oxidative stress conditions. Representative Western blots and densitometric analysis of the expression of
immature (upper bands } and mature (lower bands) forms of ADAM10 (a} and TACE (b) and e-tubulin {c) as quantity control protein, after 24 h of oxidative stress-inducing
treatments. Micrographs show ADAM 10 immunoreactivity in MSN cells under contrel conditions (d}, and treated with H20; (e} or FeCl; (I). Scale bar 50 jum. Densitometric
analysis values are expressed as the arbitrary optical density units (ODU) mean + SEM of 6 independent determinations performed in duplicate. Control *p < 0.05.

enzymes endoproteolyze APP within the A@ site to produce the
secreted cAPP fragment. Two immuneoreactive bands of ADAM-10
were visible in the cellular fractions (Fig. 2a), the upper one
corresponding to the non-enzymatically active proenzyme (85 kDa),
and the lower one corresponding to the metabolically active form of
ADAM 10 (68kDa). A slight but non-statistically significant
reduction of the metabolically active form was observed in the
presence of FeCl, (Fig. 2a). The decreased level of ADAM-10 was
more evident by immunocytochemistry when comparing control
cells (Fig. 2d) with cells exposed to H,0a (Fig. 2e) and FeCls (Fig. 2f).
Under equal conditions, TACE enzymes seem (o be more vulnerable
to oxidative stress, and a significant reduction of protein level (~50%
decrease) was clearly ohserved in the band that corresponds to the
mature and active form (Fig. 2b, bottom band). These results
demonstrated a decrease in the protein content of enzymes with o-
secretase activity associated with the oxidative stress.

3.3. Oxidative stress up-regulates presenifin 1 and BACET expression

Once the participation of oxidative stress in the diminished
levels of enzyme that determine the metabolic route involved in
non-amyloidogenic APP-processing had been shown, we pro-
ceeded to examine the effect of this metabolic stress on the
expression of two components of the y-secretase proteolytic
complex: nicastrin and preselinin 1. Fig. 3 shows that, while
mature and immature nicastrin levels did not change in the
presence of Ha02 or FeCly (Fig. 3a), a significant increase in
presenilin was reached under the same stress conditions (Fig. 3b).

Because BACE1 is the key rate-limiting enzyme for AP
production, we next determined whether oxidative stress also
increases the level of this enzyme. The exposure of differentiated
MSN cells to both pro-oxidant conditions elevates the expression
of BACE1 by about 40% (Fig. 4a). The same effect was observed hy
immunocytochemistry when comparing the BACE1 content in
control MSN cells (Fig. 4c) with that in MSN cells exposed to Ha0a
(Fig. 4d) or FeCl; (Fig. 4e).

3.4. Increased pThr668 by INK is asseciared with APP misprocessing

We then examined the mechanism that links oxidative stress
with a differential change in APP-processing enzyme levels.
Although controversy exists regarding the role of Thr668
phosphorylation {pThr668} in amyloidogenic APP-processing, we
found an increase of this phosphoepitope under pro-oxidant
conditions. First we studied the appearance of phosphorylated full-
length APP and proteolytic fragments. Fig. 5 shows that, 24 h after
MSN cells were exposed to H,0, or FeCly, both phospho-APP and
the phospho-C99 fragment increased markedly (Fig. 5a), as the
content of APP and sAPPwx levels fell (Fig. 5¢), suggesting that
BACE1 was activated, and acted on the 3-site of APP producing the
pThr668-C99 (Fig. 5a). As the appearance of the pThr668 epitope
under stress conditions mainly depends on JNK activation
(Kimberly et al., 2005), we tested the effect of the JNK inhibitor
SPG00125, on the pThrG668 epitope and APP-processing. As shown
in Fig. 5b and d, both the pThr668 epitope, as well as APP and
$APPo levels did not change after the induction of oxidative stress
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in the presence of JNK inhibition. Furthermore, neuronal exposure
to pro-oxidant conditions caused an increase in the amount of
phosphorylated-]NK (Fig. 6a-c) and produced nuclear accumula-
tion of the protein (Fig. 6d-I}.

4. Discussion

The present study demonstrates that during exposure of human
neuroblastoma cells to pro-oxidant conditions, the main proteo-
Iytic enzymes that process APP were differentially modulated.
Wild-type expressed human APP was effectively proteolyzed into
AR42 by a route involving decreased expression of enzymes with
a-secretase activity and increased expression of BACE1 and
presenilin.

In patients with AD, the state of oxidative products is related to
the cerebral damage, and ample experimental evidence supports
the importance of oxidative stress in the pathogenesis of this
disease. Some of these studies have shown increased levels of
nucleic acid, protein and lipid oxidation in the brain of AD patients
(Behl and Moosmann, 2002; Butterfield, 2002) and high concen-
trations of Fe (1) and Cu (II) in amyloid plaques which, in the
presence of AR promote its aggregation, enhancing metal-
catalyzed oxidative stress associated with amyloid plague forma-
tion (Huang et al., 1999; Smith et al., 1997). Other studies have
detected increased levels of products of lipid peroxidation, such as
isoprostanes in plasma and in the brain of AD patients, as well as in
transgenic mice which overexpress mutated human APP {Pratico
et al, 2000, 2001; Montine et al.,, 2005). In addition, Cecchi et al.
(2002) showed raised levels of malondialdehyde (MDA}, and 4-
hydroxy-2-nonenal in fibroblasts and lymphoblasts of familial AD
patients.

At present it is well known that pro-oxidant conditions regulate
APP mainly modulating the expression and activity of BACE1 (Tong
et al,, 2005; Tamagno et al., 2005, 2008a; Shen et al., 2008), and the
activity of y-secretase (Tamango et al., 2008). We expanded these
findings and reported herein that concomitant with an increase of
pro-amyloidogenic processing of wild-type human APP, a reduced
non-amyloidogenic route seems to participate through diminished
expression of enzymes with «-secretase activity such as ADAM10
and TACEfADAM17. The «-secretase processing prevents the

formation of AR and, contrariwise, the reduction of its activity
may be involved in increased production of this peptide.

Although the exact identity of w-secretase has not been
confirmed, pharmacological studies suggest that it could be a
zinc-dependent metalloprotease (Parvathy et al., 1998}, It has been
suggested that members of the ADAM (a disintegrin and
metalloprotease) family, such as the TNF-« converting enzyme
(TACE or also called ADAM17), ADAM10 and ADAMS are proteins
with putative «-secretase activity (Parvathy et al., 1998; Asai et al,,
2003} and particularly ADAM 10 seems to be responsible for basal
and regulated APP metabolism, while TACEJADAM 17 appears to be
responsible only for regulated APP cleavage (Buxbaumet al., 1998).
In the present study we found that, in the presence of oxidative
stress, a more important reduction in the mature active form of
TACE{ADAM17 protein levels occurs and was associated with
diminished levels of sAPP«. Although the mechanism by which
oxidative stress reduced the levels of c-related secretase it is
unknown, it has been observed that the maturation of the ADAM
family depends on a cysteine-rich region (Loechel et al., 1999)
which could be easily oxidized, been a target for oxidative stress. In
this context it has been recently reported in neuroblastoma cells
that a slight increase in TACE{ADAM17 had a strong effect,
lowering levels of AR (Tachida et al, 2008). It has also heen
reported that «-secretase activity in neuronal cells exposed to the
antioxidant compound myricetin was increased (Shimmyo et al,
2008). On the other hand, it has been showed an altered processing
of APP in SH-5Y3Y cells exposed to chronic hypoxia, showing a
decrease in sAPPa levels coinciding with a down-regulation of
ADAM10 and TACE proteins without altering their mRNA levels
(Webster et al, 2004; Marshall et al, 2006). Taking logether
previous evidence and present results we can point out that even a
subtle change in TACEfADAMI17 function, as those cbserved in
present work, could be enough to diminish the non-amyloidogenic
route of APP metabolism, resulting, as shown herein, in reduced
levels of the neurotrophic peptide sAPPc.

Both oxidant conditions used in the present study also induced
up-regulation of y-secretase, indicated by a significant increase in
presenilin protein, which holds the catalytic activity of the vy-
secretase complex, but no increase in nicastrin levels, which has a
stabilized role of the complex. Previously, evidence was provided
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that oxidative stress up-regulates the activity of ~y-secretase
(Tamagno et al., 2008a; Shen et al., 2008 but our data demonstrate
that presenilin could be specifically involved in this effect under
oxidative conditions. On the other hand, BACE1 is the major 3-
secretase enzyme (o cleave APP. The BACE1 cleaved product of APP,
the €99 fragment, is further processed by vy-secretase to generate
AP. At present, no BACE mutations in FAD cases have been found
(Cruts et al., 2001; Nicolaou et al., 2001) but increased expression
of BACE1 was reported in the cortex of sporadic AD patients
(Holsinger et al,, 2002; Yang et al., 2003 ). The mechanism by which
BACE levels are increased in some sporadic AD cases is not known,
but a possibility exists that this elevation could be mediated trough

the NFkB, which is an oxidative stress-responsive transcription
factor (Lezoualc'h et al, 2000). Analysis performed with Proscan
and Transcription Factor Search (TFsearch) software, predicted
that the promoter region of presenilin 1 and BACE1 have an NFkB
site. As has been mentioned, diverse works have examined the role
of oxidative stress on activation of BACE1-mediated pathway
(Tong et al., 2005; Tamagno et al., 2005, 2008a). In agreement with
these reports, we observed an increase in BACE1 levels revealed hy
Western blot and by immunocytochemistry. Moreover, from the
experiments of appearance of the p-epitope Thr668, we observed
the accumulation of the residue p-C99, which is indicative of
highly processed APP, mainly directed by BACEL.
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The main phosphorylation site of APP is Thr668 located in the
cytoplasmic region. The physiological phosphorylation state of
APP at Thr668 is observed in dividing neuron cells, and in stressed
cells (for revision Suzuki and Nakaya, 2008). Concomitant with
the differential regulation of protein levels of different secretases,
we found evidence that the up-regulation of pThr668 is mediated
by JNK during oxidative stress, and may participate in the
endoproteolytic cleavage of APP by BACE1. The pharmacological
inhibition of JNK inhibited both: Thr668 phosphorylation, as well
as the reduction of APP. These results together with the finding
that JNK is activated and translated into the nucleus are
supportive of |[NK participation of AR generation from the
amyloidogenic pathway.

Although much evidence points to a link between Thr668
phosphorylation of APP and Af3 level (Ando et al., 2001; Lee et al.,
2003; Akiyama et al, 2005), other studies on Thr668-APP

phosphorylation did not find a mechanistic link (Sano et al,
2006). Therefore, it is likely that two alternative APP-processing
pathways, i.e. the Thr668 phosphorylation-dependent and -
independent pathways, may exist to produce A as suggested
previously (Shin et al., 2007). However, in the present work, the
strong Thr668 phosphorylation accumulated in the €99 APP
endoproteolytic fragment points to BACE1 activation as the main
cause of pro-amyloidogenic processing of APP during oxidative
stress as shown in the scheme of the APP cleaveage processing with
a, B and y-secretase cutting point (Fig. 5e).

In sum, results of the present work complement recent reports
and add new insights into the role of oxidative stress in the
misprocessing of APP in human neuroblastoma cells that trigger
down-regulation of a-secretase enzymes, and up-regulation of y-
secretase, and particularly of B-secretase depending on the
activation of [NK.
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Fig. 6. Exposure of MSN cells to H.O» and FeCl, alters p-JNK staining and the cellular localization of active-)JNK. (a) Control neurens showing moderate p-JNK
immunoreactivity localized to processes and cell bodies. Treatment of the newrons with () Ha04 and () FeCl, induce an infense p-JNK staining covering the cell soma and
nuclei. Nuclear translocation of p-JNK was visualized by immunostaining MSN cells with an p-JNK antibody (red) and labeling all cell nuclei with DAPI (blue) in control
neuwrons (d) and after H20; (e) and FeCl; (). Representative images from quadruplicate experiments. Scale bars = 20 uM {a-c) and 50 pm (d-I).
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