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ABSTRACT

Cerebellar granule cells (CGC) obtained from rats in early development (8-day-old;
P8) undergo apoptosis after one week in culture at physiclogical concentrations of
KCl (SmM; K5). When these cells are grown in a medium with either high KC1 (23
mM, K25) or N-methyl-D-aspartate (NMDA, 150 pM), cell survival markedly
increases. It is suggested that this stimulation could mimic the trophic support
received by these cells from mossy fibers during development. Also, when CGC
cultured for 6-8 days in a K25 medium are changed to a K5 medium, cells die in an
apoptotic way after 24 h. On the other hand, some proteins have been related to the
regulation of programmed cell death in some cellular types including neurons. Among
then, the Bel2 and Heat Shock Proteins (HSP) families seem to be critical in the
apoptosis control of neural cells. Thus, Be¢l-2 and Bel-xL overexpression is able fo
protect neurons from apoptosis induced by several insults and during development.
Other members of the same family, Bax and Bcl-xS, are classified as proapototic
proteins. Recently, it has been proposed that a key step in the activation of apoptotic
cell death is the release of cytochrome ¢ (Cyt-c) from the mitochondrial membrane to
eytosol. Once in the cytosol, Cyt-¢ forms a complex with other proteins to activate a
protease cascade. On the other hand, some members of HSP family (e. g. HSP-70)
have been related to neureprotection against certain stimuli known to induce an
apoptotic process. In this work, we explered the participation of Bel-2, Bax, Cyt-¢ and
HSP-70 in apoptosis observed in CGC under non-depolarizing conditions and during
neuroprotection by NMDA and KCL Here, we found that cells in K5 showed an
increase in HSP-70 levels after 3 DIV. Similarly, in eells changed from K25 to KS,
HSP-70 levels were increased after 6 h. However, neither NMIDA nor K25 treatment
affected HSP-70 levels at 2-7 DIV. HSP-25 was not modified. Ethanol or thermal
stress induced HSP-70, but these conditions did not affect cell death induced by K5
medium. These results suggest that HSP, particularly HSP-70, are not involved in the
mechanisms by which NMDA and KCI promote cell survival, but they could be a
general mechanism of defense against apoptotic stimuli in CGC. On the other hand,
we found that the levels of Bel-2 in K5 cells did not show any changes during 2-7 D1V,
but cells treated with NMDA/K25 displayed a marked increase in this protein at
around 4 DIV, as compared to control cells (around 45 % over control). Bax levels
were not modified by K5 and only a little decrease was found with the age in culture
from 6 DIV. NMDA/K25 did not modified this tendency. In cells deprived of KCj, the
levels of Bax showed an unexpected and consistent decrease (as far as 30 % at 8 h
after switching) and the Bcl-2 levels did not show any significant changes 24 h after
switching. Neither Bel-2 nor Bax underge any appreciable relocalization from the
mitochondria to cytosol in both models. Cytochrome c levels were unaffected under
K5, NMDA and K25. A little increase in the cytosolic levels of Cyt-c was detected 6 h
after switching. We also found that caspase-9 was only activated by switching to K5
but caspase-3 was involved in none of the experimental protocols. These results
suggest that Bel-2 and Bax could not be involved in CGC death induced by K5 and
that the apoptotic machinery could regulate the process in 2 manner depending on the
degree of maturation.



RESUMEN

Los cultives de Células Granulares de Cerebelo (CGC) obtenidos de ratas de 8 dias de
edad (P8) experimentan un proceso apoptético después de una semana bajo
concentraciones fisiolégicas de KCI (SmM; K5). Si estas células se cultivan en medios
con altas concentraciones de potasic KCl (25 mM, K25) o de un agonista
glutamatérgico como el N-methyl-D-aspartato (NMDA, 150 pM) la sobrevivencia de
los cultivos se inerementa considerablemente. Esta estimulacién podria mimetizar una
influencia tréfica proveniente de las fibras musgosas recibida por las CGC, en un
periodo critico del desarrollo. Ademas, CGC cultivadas durante 6-8 dias en un medio
con K25 mueren de manera apoptitica después de 24 h cuando el medio se reemplaza
por otro con K5. Por otra parte, Ia expresion de miembros de la familia del Bel-2 y de
Ias proteinas de choque térmico (HSP) parece ser importante para el control de la
apoptosis en neuronas. Asi, Ia sobreexpresion de Bcl-2 y Bel-x,. es capaz de proteger
neuronas de procesos apoptiticos durante el desarrollo y de diversas agresiones una
vez maduras, Bax y Becl-xs estin clasificadas como proteinas proapoptéticas y su
sobreexpresién puede inducir apoptosis sin mediar ningan estimulo nocive.
Recientemente se ha propuesto que un evento clave en la activacién de este fendmeno
es Ia liberacion del citocromo-c (cit-¢) de la mitocondria al citosol. Una vez en el
citosol, el cit-c podria formar un complejo con otras proteinas para activar una
cascada de proteasas. Por otra parte, algunos miembros de la familia de HSP (HSP-
70) han sido implicados en fenémenos de neuroproteccién en algunos tipos celulares
contra una serie de estimulos capaces de iniciar un procese zpoptético. En este
trabajo, exploramos la participacién de Bel-2, Bax, cit-c y HSP-70 en la muerte
observada en cultivos de CGC bajo condiciones no despolarizantes y bajo el efecto
neuroprotector del NMDA y K25. Nuestros resultados muestran que en CGC
privadas de estimulacion despolarizante, los niveles de HSP-70 incrementan
notablemente. El tratamiento con NMDA y K25 no afecta los niveles de HSP-70 de 2-7
dias in vitro (DIV). Los niveles de HSP-25 no se modifican bajo ninguna condicion
experimental. Los niveles de HSP-70 se inerementan tanto con la adicién de ETOH
como con un choque térmico, pero la sobrevivencia de las CGC no se ve modificada.
Estos resultados sugieren que HSP-70 no esta directamente relacionado con el
mecanismo por medio del cual el NMDA y ¢l KCI promueven la sobrevivencia, pero
podrian reflejar un mecanismo general de defensa. Por otra parte, encontramos que
los niveles de Bel-2 en células control no muestra cambios significatives de 2-7 DIV;
sin embargo, cultivos tratados con NMDA/K25 muestran un marcade incremento en
esta proteina alrededor del 4 DIV (45 % sobre el control). Los niveles de Bax solo
mostraron una ligera tendencia a disminuir a partir del 6 DIV y el tratamiento con
NMDA/K25 no modifica esta tendencia. En CGC privadas de KCI, los niveles de Bax
muestran una inesperada y consistente disminucién (hasta un 30 % 8 horas despies
del cambio de medio) v los niveles de Bel-2 no muestran ningiin cambio significativo.
Ni Bel-2 ni Bax sufren una relocalizacion apreciable de la mitocondria al citosol, en
ambos modelos. También encontramos liberacion del c¢it-¢ y actividad de caspasa-9
bajo privacién de postasio. La caspasa-3 participa ¢n ambos modelos de muerte
apoptética. Estos resultados sugieren que Bax no participa en el proceso de muerte
inducido por condiciones despolarizantes y que Ia maquinaria apoptética de las CGC
regula este proceso en una manera que depende del estado de maduracién del cultivo.



INTRODUCCION

as funciones del Sistema Nervioso (SN} estan determinadas en gran medida por
arreglos citoarquitectonicos. Estos arreglos delimitan la distribucion y las interacciones
entre los diferentes tipos celulares que lo componen. La organizacion de estas
complejas redes de conexiones neurales adguiere una distribucion caracteristica
durante etapas embrionarias y en algunocs casos en etapas postnatales tempranas.
Esto sucede como resultado del desarrollo de poblaciones neuronales y gliales a
través de procesos sofisticados ocurridos durante la neurogénesis. Un aspecto critico
durante el desarrollo del SN es la participacian de sefiales externas que funcionaran
ya sea como un estimulo degenerativo 0 como un estimulo tréfico. Asi, estas sefales
dirigen la suerte de las células hacia un proceso de muerte y remocion o a la
sobrevivencia y a su establecimiento como parte estructural y funcional dentro del SN
de un crganismo.

El cerebelo es una estructura que posee divisiones estructurales y funcionales bien
definidas, relacionadas con otras regiones del SN, a través de un sistema
relativamente simple de entrada y salida de sefiales. El cerebelo esta particularmente
involucrado en el control de funciones motrices, regulando tanto la coordinacion, la
velocidad y la precision de las contracciones musculares de los miembros y de los
ojos, como el equilibrio y postura del cuerpo. La distribucion de la corteza cerebelar en
tres capas discretas en la que se localizan sélo cinco tipos neuronales, aunado a la
informacién que actualmente se tiene sobre los eventos que ocurren durante el
desarrollo del cerebelo, hacen de éste un modelo accesible e interesante para el

estudio de los procesos que ocurren durante el desarrollo  del sistema nervioso

central.



El cerebelo durante ef desarrollo

El desarrollo del SN comienza a partir de una capa de células neuroectodérmicas que
forman una estructura aplanada saobre la superficie dorsal del embrién llamada placa
neural. Posteriormente, los margenes de la placa neural se elevan para formar los
pliegues neurales, los cuales se pronuncian mas y se doblan hacia la linea media,
donde se fusionan desde la regién anterior, hasta ia posterior, para formar e! tubo
neural. Esta estructura se compone de una capa interna, que forma la pared del
lumen, llamada zona ventricular v dos capas concéntricas mas superficiales, la zona
intermedia y la zona marginal. En etapas posteriores del desarrollo se forman tres
vesiculas en el extremo rostral del tubo neural que dardn origen a diferentes
estructuras de! cerebro aduitc llamadas prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo. El rombencéfalo, a su wvez, da origen al metencéfalo y al
mielencéfalo,

El cerebelo se origina a partir de la placa alar de la porcién metencefélica del tubo
neural, como un engrosamiento bilateral que forma los labios rémbicos. Estos se
fusionan posteriormente sobre la linea media dorsal, siguiendo un gradiente rostral-
caudal, para formar el vermis. Poco después, los elementos laterales se desarrollan
en los hemisferios cerebelares, por 1o que en el plano longitudinal, el cerebelo adulte
presenta en la regién media al vermis y los hemisferios cerebelares localizados a
ambos lados de éste. En etapas posteriores del desarrollo del cerebelo, aparecen 2
fisuras transversales que dividen al cerebelo en 3 l6bulos. La fisura posterolateral
divide al cerebelo en el I6bulo floculonodular y el cuerpo cerebelar, el cual es dividido

a su vez por la fisura primaria en el I6bulo anterior y el I6bulo posterior (Figura 1).
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Figura 1. Estructura anatémica del cerebelo.

A) Seccion sagital media que muestra la posicién del cerebelo con relacién al tallo cerebral y las
estructuras foliadas del cerebelo (Tomado de Deleng, 2000) .

B) La fisura primaria divide al cuerpo del cerebefo en I6bulos anterior y posterior. La fisura posterciateral
separa el [dbulo floculonodular. El cerebelo tiene tres regiones funcionales: el vermis central y las zonas
lateral e intermedia en cada hemisferio (Tomado de DelLong, 2000).



La region mas externa del cerebelo adulto esta constituida por la corteza cerebelar y
hacia el interior por la materia blanca y tres nicleos profundos, de los cuales salen
las principales proyecciones aferentes del cerebelo, particularmente hacia la corteza
cerebral y el tallo cerebral.

La corteza cerebelar estd compuesta por cinco tipos neuronales: las células en
canasta, las células en estrella, las células de Golgi, las células de Purkinje y las
células granulares, las cuales se distribuyen en tres capas corticales discretas. En la
capa mas externa o capa molecular se encuentran las células en canasta y las
células en estrella, los axones de las células granulares y los arboles dendriticos de
las neuronas de Purkinje. La capa de Purkinje esta compuesta por los somas de las
celulas de Purkinje, que se distribuyen homogéneamente en una monocapa. En la
capa granular, la mas interna y densa, se localizan los somas de las neuronas

granulares y de las células de Golgi (Figura 2 A).

El cerebelo recibe informacion a través de dos tipo de contactos aferentes de
naturaleza excitadora. Las fibras trepadoras provienen del nucleo olivar y forman
sinapsis, que ulilizan al acido aspartico o al acido glutamico como neurotransmisor,
con las fibras dendriticas de las células de Purkinje. Por ofra parte, las fibras
musgosas que se originan en algunos nucleos del tallo cerebral y de neuronas de la
meédula espinal {que forman los tractos espinocerebelares), forman contactos en la
capa granular con las dendritas de las neuronas granulares y con axones de las

células de Golgi, formando los glomérulos cerebelares (Figura 2 B). La mayor parte



de las fibras musgosas utiliza acetilcolina (Ach), pero una pequefia poblacién de

éstas maneja glutamato como neurotransmisor.
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Figura 2. Arreglo citoarguitecténico de la corteza cerebelar

A) Seccion vertical de una folia mostrando la distribucion de los tipos celulares que conforman [as 3
capas de la corteza cerebelar (Tomado de Del.ong, 2000).

B) Glomérulo cerebelar de la capa granular, en el que una fibra musgosa hace contacto con los axones
de las células granulares y de las células de Golgi {Tomado de Delong, 2000).

Los axones de las células de Purkinje constituyen la Gnica via eferente de la corteza
cerebelar. Eslos proyectan hacia los nucleos profundos de la materia blanca donde
establecen sinapsis de naturaleza inhibidora a través de la liberacion del dcido gama-
aminobutirico (GABA). La informacion que recibe el cerebelo determina fa actividad
de las neuronas de Purkinje via la conexion directa de las fibras trepadoras y dela
accién indirecta de las fibras musgosas, a ftravés del contacte de las células

granulares, con estas neuronas. Esta actividad también es modulada a través de los



contactos con las células en canasta y las células en estrella que funcionan como

interneuronas inhibidoras.

Histogénesis del cerebelo

Durante la morfogénesis del sistema nervioso se presenta una serie de eventos
bésicos, por los que pasan todas las poblaciones neuronales, que son: la
proliferacion, la migracion, la diferenciacion, la formacién de procesos vy
establecimiento de sinapsis y la muerte celular. Los tiempos en l0s que ocurren estos
eventos vy los factores que los dirigen son distintos para cada tipo celular.

Las neuronas que forman la corteza del cerebelo se originan a partir de dos zonas de
proliferacion independientes. Las células de Purkinje, fas celulas de Golgi y algunos
tipos de célutas gliales provienen de células de la matriz ventricular en el labio
rémbico que migran hacia la parte externa en direccién de la pia madre, para formar la
capa del manto de la placa cerebelar (en el casc de |a rata esto ocurre antes del dia
embrionaric 17, E17). De esta capa, en etapas posteriores del desarrollo. migran
hacia la parte interna del cerebelo las células que originan a las células de Golgi,
mientras que las células que dan origen a las neuronas de Purkinje migran a estratos
menos profundos para constituir la capa de células de Purkinje (ito, 1984).

Las celulas granulares, las células en canasta y las células en estrella se derivan de
células germinales que tienen su origen en el labio rémbico y que migran a traves de
la superficie externa de las placas cerebelares, para eslablecer la capa granular
externa, constituida por células en proliferacién. Después del nacimiento, las celulas
originadas a partir de esta capa migran hacia la region mas profunda de la corteza
cerebelar y esta capa desaparece. Algunas células migran sélo hasta la capa

molecular y se diferencian en las células en canasta y las células en estrella, mientras



que las células precursoras de las neuronas granulares y las células de Golgi
atraviesan la capa molecular y la capa de neuronas de Purkinje para formar la capa

granular interna, en donde se lleva a cabo el proceso de diferenciacion.

Las células de Purkinje

Estas células se originan, en el caso de la rata, entre E12 y E15 y posteriormente
migran y se alinean en una capa de una célula de grosor alrededor del dia postnatal 4
{P4). Las neuronas de Purkinje se diferencian entre P4 a P20 y extienden su arbol
dendritico en toda la capa molecular (Figura 3}. Estas neuronas reciben contactos
sinapticos de cuatro tipos neuronales gue se establecen en diferentes regiones
celulares (Figura 4). Dos de estas conexiones sinapticas son de tipo excitador. La
primera de ellas a establecen las fibras trepadoras en el soma y a lo large del arbol
dendritico de las células de Purkinje (de P5 a P7); la segunda la establecen las fibras
paralelas de las células granulares sobre las espinas dendriticas (a partir de P15). Las
otras dos son sinapsis inhibidoras que forman los axones de las células en estrella
sobre las dendritas primarias y secundarias, y las células en canasta sobre el soma de
las células de Purkinje. Como ya se comentd, los axones de las células de Purkinje
son la unica via de salida de informacion del cerebelo y se dirigen principalmente a
nicleos cerebelares centrales y nicleos vestibulares, donde establecen sinapsis de
tipo inhibidor, que utilizan GABA como neurotransmisor. De esta manera, la célula de
Purkinje debe integrar la informacién que entra a la corteza cerebelar, que a su vez
recibe directa o indirectamente a través de los diferentes componentes de la red
cerebelar, para definir su actividad y codificar el mensaje que transmitird a su célula

blanco (ito, 1984).



Las neuronas en estrella

Estas interneurgnas se localizan en la parte externa de la capa molecular y hacen
sinapsis con las dendritas de las neuronas de Purkinje, inhibiéndolas probablemente
mediante la liberacién de taurina o GABA (Figura 4). La diferenciacion de estas

neuronas ocurre en la rata entre P8 y P11.

Las neuronas en canasta
En la rata, estas células se diferencian de las células germinales de la capa molecular
externa entre P6 y P7. Posteriormente, se conectan con el soma de las células de

Purkinje donde ejercen una funcion inhibidora mediada por GABA (Figura 4).

Las neuronas de Golgi

La mayoria de estas células se generan después del nacimiento. En el cerebelo
adulto, el soma de estas neuronas se encuentra en la capa granular y su arbol
dendritico se extiende hasta la capa molecular, donde recibe la aferencia de tipo
excitador de las fibras paralelas de las células granulares. En la capa granular su
terminal forma sinapsis, que utilizan al GABA como neurotransmisor, con dendritas de

tas células granulares dentro de los glomérulos cerebelares (Figura 4).

Las neuronas granulares

Estas células son las mas pequefas (5 a 8 p de diametro) y numerosas en el SN
(aproximadamente 10 '") y ocupan alrededor de 1/3 de la masa total del cerebelo. Las
células precursoras de la células granulares en proliferacion forman una capa que

llega a cubrir toda la superficie externa del cerebelo entre E13 y E16. En las ratas
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recién nacidas esta zona proliferativa alcanza un grosor de 4 a 5 células y debajo de
ella se forma, dias mas tarde, una capa de células no mitéticas premigratorias de 2 a
3 células de grosor que aumenta de tamafo entre P7 y P10. A parir de P11 se
observa una reduccion del tamafio de la zona proliferativa y mas tarde de la zona
premigratoria, ambas capas desaparecen entre P20 y P25 (Figura 3). Los somas de
las células precursoras de las células granulares migran de la zona premigratoria a
través de la capa molecular y la capa de células de Purkinje para formar la capa
granular interna. Este proceso de migracion se efectda en aproximadamente 3 dias. El
movimiento de estas células parece estar asociade a interacciones con los procesos
de la glia de Bergman y estar influenciado por el efecto de las concentraciones
extracelulares de glutamato sobre los receptores de tipo NMDA (N-metil-D-aspartato),
que se expresan tempranamente en las células granulares. Durante la segunda
semana postnatal, la mayor parte de las células granulares alcanza la capa granular
interna. Durante la tercera semana, sus axones o procesos en la capa molecular se
bifurcan en forma de “T”, originando dos fibras delgadas y largas (en la rata, 0.2 py
1.6 mm respectivamente) conocidas como fibras paralelas {Figura 2A). Entre la
segunda y tercera semana postnatal estas fibras establecen conexiones de tipo
excitador, ufilizando &cido glutdmico como neurotransmisor, con las espinas
dendriticas de las células de Purkinje y con dendritas de las células estrelladas, en
canasta y Golgi (Figura 4). A partir de P5 inicia e! arribo de las aferencias a la capa
granular y alrededor de P12 empiezan a formar sinapsis con las neuronas granulares,
constituyendo los glomérulos, los cuales incrementan su complejidad durante la

tercera semana postnatal {Altman, 1972).
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Figura 3. Histogénesis de la corteza cerebelar. Esquema que muestra los principales
eventos que ocuren durante la maduracion de los diferentes tipos neuronales que componen la corteza
cerebelar en funcion a la edad postnatal. B, células en canasta; S, células en estrella (Tomado de
Altman, 1972).

Durante la neurogénesis se ha descrito la muerte de un gran porcentaje de neuronas
posterior a su sobreproduccion. Este fenémeno se ha interpretado como una
estrategia evolutiva determinante para establecer el nimero correcto de neuronas vy
las conexiones apropiadas que finalmente formaran parte del SNC de un organismo
plenamente desarrollado (Oppenheim, 1991). Particularmente, se ha observado que
durante el desarrollo del cerebelo del ratén, hay una pérdida considerable (20-30%)
de neuronas granulares en etapas postnatales, asociada al establecimiento de la red

neuronal en la corteza cerebelar (Wood et al, 1993).
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Figura 4. Contactos sinapticos y posibles neurotransmisores involucrados en la

corteza cerebelar.

CP, células de Purkinje; CG, células de Golgi; CC, células en canasta; FP, fibras paralelas; FM, fibras
musgosas; FT, fibras trepadoras; NCP, nucleos cerebelaras profundos; NP, nucleos pontinos que dan
origen a las fibra musgosa; Ol, nucleo olivar inferior; LC, locus coeruleus; NR, niclecs de! rafé; 5-HT,
serotonina; NA, noradrenalina; Asp, aspartico;, Ach, acetileolina; Glu, giutamato {Modificado de Ito, 1984)

Recientemente, se ha demostrado que este fenémeno presenta caracteristicas, tanto
morfolégicas como bioquimicas, muy diferentes a las observadas en la muerte
necrética. A este tipo de muerte se le conoce como muerte programada o apoptotica

(Raff et al, 1993).



Muerte celular programada durante el desarrolio

Conceptos basicos

En términos generales, es posible distinguir dos tipos de muerte celular: la Necrosis y
la apoptosis {Figura 5). La necrosis se presenta, generalmente, en condiciones
patolégicas y en respuesta a daiios severos tanto a nivel celular como tisular. Este
tipo de muerte se caracteriza por la entrada masiva de calcio, incremento de volumen
de organelos intracelulares y un hinchamiento general que culmina en la lisis de la
célula, que at liberar su contenido dafa a las células adyacentes, generando un
proceso inflamatorio. Durante la necrosis se observan agregaciones de la cromatina y
en ocasiones puede observarse fragmentacion nuclear.

La apoptosis se ha caracterizado con base a ciertos cambios morfologicos y
bicquimicos especificos. Entre los cambios morfaldgicos asociados a este tipe de
muerte se ha descrito la compactacion de la cromatina nuclear, ia condensacion del
citoplasma, que provoca el encogimiento de la célula, la fragmentacién del nicleo en
paquetes discretos y la formacién de porciones de membrana plasmatica que
contienen en su interior material nuclear y organelos ilamados cuerpos apoptéticos.
Los cuerpos apoptéticos resultantes de este proceso pueden ser fagocitados por las
células adyacentes (principalmente macréfagos) y degradados en su interior, por lo
que la muerte apoptética de una célula no genera dano sobre las células adyacentes.
Los cambios bioquimicos relacionados con la apoptosis sen: la activacion de una
transglutaminasa especifica, la activacién de cistein-proteasas tipo ICE/ced-3 y la
fragmentacion por endonucleasas del acido desoxiribonucléico (ADN} nuclear en las
regiones internuclecsomales, para formar fragmentos de aproximadamente 185 pb.

Este proceso de muerte ocurre en una gran variedad de organismos, tanto en el
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desarrollo, como en el estado adulto; en condiciones fisiologicas y patologicas. El
desarrollo normal de los organismos depende de que ciertas células mueran de
manera programada, en muchos casos con caracteristicas apoptéticas, en procesos
que incluyen: la eliminacidn de érganos vestigiales y el ajuste del tamano de
poblaciones celulares después de un periodo inicial de produccién excesiva, como en

el caso del sistema nervioso (Kerr y Harmon, 1991).

Figura 5. Cambios morfolégicos asociados a la apoptosis (derecha) y necrosis
{izquierda).

(1) Célula normal. {2) Condensacion y regionalizacion de la cromatina, reduccién del ciloplasma y
alteraciones en la membrana nuclear. (3) Formacién de protuberancias en la superficie celular. Estas se
separan para producir los cuerpos apoptoticos, que contienen organelos bien preservados y material
nuclear fragmentado. (4) Los cuerpos apoptdticos son fagocitados y digeridos por célutas adyacentes.
(5) Senales de necrosis temprana en una célula dafiada irreversiblemente, aglutinacién de la cromatina
en unidades discretas, hinchamiento de organelos y aparicion de densidades floculantes en la matriz de
la mitocondria. (6} Las membranas se rompen y la célula se desintegra {Tomado de Kerr y Harmon,
1991).
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La muerte apopttica es un proceso activo delerminado por un programa genético.
Este programa puede ser activado como respuesta a ciertas sefales externas como
la privacién de algun factor de crecimiento u hormona, la exposicién a determinadas
concentraciones de compuestos toxicos o radiaciones o la union del ligando a
receptores relacionados con la promocion de la muerte {Fas/Apol y el receptor a
TNF), entre otras. La misma sefal puede causar la sobrevivencia o la muerte,
dependiendo del estado de maduracién celular y/o las caracteristicas de la sefal
{concentracién, duracién, etc.). La regulacidn precisa del procesc apoptético es
esencial para el desarrollo dptimo de los organismos, ya que se ha encontrado que
alguna falla en esta regulacion puede conducir a la etiologia de varias enfermedades
como el cancer, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedades

autoinmunes y enfermedades neurodegenerativas (Tomei, 1891).

Genes involucrados en la regulacién de la muerte apoptética

El proceso de muerte apoptdtica es un evento conservado a través de la evolucion
animal. Se han identificado genes que codifican para algunos componentes de la
maquinaria apoptotica y su regulacion, en diferentes especies. Durante el estudio del
desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans), se describieron 3 genes
que afectan directamente el proceso de muerte: ced-3, ced-4 y ced-9 (ced,
ceanorhabditis elegans death, por sus siglas en inglés). En términos generales, ced-3
y ced-4 pueden clasificarse como proapoptoticas y ced-9 come antiapoptatico.

El producto de ced-3 es una proteasa de cisteina que fragmenta proteinas después

de un residuo de aspartico, y cuya aclividad esta asociada al proceso de ejecucion de
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la muerte. En células de mamifero, se ha encontrado una serie de proteasas
homélogas a Ced-3 que forman parte de la familia de proteasas de cisteina tipo-ICE
(lamadas asi, ya que su prototipo es la enzima convertidora de interleucina-1p),
conocidas actualmente como caspasas. Las caspasas se activan en una gran
cantidad de tipos celulares y en respuesta a muy diversos estimulos (revisién en
Martin y Green, 1995; Alnemri, 1997, Thomberry y Lazebnik, 1998). Estas proleinas
son sintetizadas camo zimédgenos y se activan al ser procesadas por otras proteasas
o por autoprotedlisis, generando dos subunidades cuyo rearreglo forma la proteasa
activa. La participacion de varias proteasas de esta familia en una cascada
proteolitica, en la cual se activan proteasas de manera secuencial, resulta en la
protedlisis de otras proteinas celulares (Figura 6). Se han identificado varios sustratos
que son fragmentados por diferentes caspasas durante la apoptosis. Entre los
sustratos de caspasas se encuentran proteinas citosolicas y de membrana como; la
gelsolina, la proteina cinasa Cp1, la fosfolipasa A2 la o fodrina, proteinas de unién al
elemento regulador de esteroles (SREBPs, por sus siglas en inglés) y proteinas
nucleares como: la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), la lamina B, la
topoisomerasa 1 y la histona H1. Las alteraciones provocadas en algunos sustratos,
como resultado de la actividad de caspasas, se han podido relacionar con algunos de
los cambios morfolégicos y bioquimicos caracteristicos de la apoptosis. Tal es el caso
del factor de fragmentacion del ADN (DFF, por sus siglas en inglés) o inhibidor de
DNAsa activada por caspasa (ICAD, por sus siglas en inglés), el cual al ser
fragmentado por la caspasa-3 pierde su efecto como inhibidor de la

desoxiribonucleasa activada por caspasa (CAD), la enzima que parece ser



responsable de la degradacién internucleosomal det ADN, caracteristica de este tipo

de muerte {(Enari et al, 1998, Liu et al, 1997, Sakahira et al, 1998).

ESTIMULO APOPTOTICO
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Figura 6. Caspasas como componentes centrales en el proceso apoptoético.
Interacciones coneccidas {llneas continuas) y putativas (lineas punteadas) entre caspasas y sus
sustratos, que se llevan a cabo durante el proceso apopiético.

Ei gen ced-4 cadifica una proteina, que al igual que Ced-3, es muy importante para la
induccion de la muerte en C. efegans cuya accién se ha situado entre las proteinas

antiapoptoticas ced-9 y ced-3. Ced-4 es una proteina altarnente hidrofébica de 63 KD,
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se propone que promueve ej procesamiento de ced-3 y que ambas (ced-3

indirectamente) son reguladas por ced-9.

Estructuralmente, esta proteina contiene un sitio de union para nucledtidos, por lo que
se ha sugerido que podria funcionar como ATPasa. Por otra parte, se ha observado
que presenta similitud estructural con dominios efectores de muerte del tipo de FADD
y FLICE, por lo que se sugiere que puede funcionar como proteina adaptadora entre
Ced-3 y Ced-9 (Bauer et al, 1997). Algunos estudios han demostrado la existencia de
una interaccién directa de Ced-4 con Ced-9 y Ced-3, que le permite unirse a ambas
proteinas de manera simultanea; bajo estas condiciones Ced-3 no es procesada
(Spector et al, 1997; Chinnaiyan et al, 1997: Wu et al, 1997).

Con base en estas observaciones, se ha propuesto que Ced-4 puede funcionar como
chaperonina para mantener a Ced-3 inactiva y que la hidrolisis de ATP activada por
algin estimulo apoptético produciria la energia necesaria para la activacion
autocatalitica de Ced-3.

Un estudio reciente mostré que Ced-4 podria unirse al zimégeno de Ced-3 en dos
sitios: el prodominio y el dominio de proteasa, de manera que al unirse Ced-9 a Ced-4
impide que éste se una al prodominio de Ced-3 evitando su activacién, aunque pueda
unirse al dominio de proteasa (Chandhary et al, 1998).

Estudios paralelos del grupo de Yang (1998) sugieren que Ced-4 tiene la capacidad
de oligomerizarse promoviendo de esa manera la proximidad de los dominios de
proteasa de Ced-3, favoreciendo asi e! autoprocesamiento necesario para su
activacion. Este grupo propone que Ced-9 (proteina antiapoptética) se une a Ced-4

inhibiendo su oligomerizacion, evitando asi el contacto entre las moléculas de ced-3 y

su activacion.
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El homélogo de Ced-4 en mamiferos ha sido descrito y se le denomina Apaf-1 (factor
activador de la apoptosis 1) (Zou et al, 1997). Esta proteina presenta una region con
alta homologia a Ced-4, que incluye el sitio de unién a nucleétidos. Se ha sugerido
que Apaf-1 participa en la activacién de la caspasa-3 inducida por el citocromo-c en
presencia de dJATP mediante la activacién de la caspasa-9. Yang y colaboradores
(1998) sugieren que Apaf- 1 liene la capacidad de oligomerizarse y, mediante la
interaccion con el citocromo-c y el dATP, promover la activacién de la caspasa-9.

El gen ced-9 codifica una proteina que permite la sobrevivencia de determinadas
células durante el desarrollo de C. elegans, la cual se sabe que actia en etapas
anteriores a la activacion de Ced-4 y Ced-3, ya que su sobreexpresion puede evitar la
activacién de esta proteasa. Ain no se sabe si esta regulacién es dependiente de los
niveles relativos de expresion de Ced-4 y Ced-9.

Uno de los homélogos estructurales de ced-9 en mamiferos es el gen bcl-2, cuyo
producto proteico tiene una funcion andloga a la de! producto del gen ced-9, la

inhibicion del proceso de muerte.

Participacion de proteinas de la familia Bcl-2 en la muerte apoptotica

El gen bcl-2 se localiza en el cromosoma 18q 21 y su producto es una proteina de 25
KD (239 aminoacidos) que se localiza en la membrana mitocondrial externa
(concentrado en zonas de contacto con la membrana interna), en la membrana del
reticulo endoplasmico y en la membrana nuclear. Bcl-2 tiene un dominio hidrofébico
de 19 aminoacidos que le permile el anclaje a la membrana, mientras que el resto de
la proteina queda expuesta a la cara citoplasmica de la membrana. Bel-2 se encuentra

distribuida en el tejido linfoide hematopoiético, epitelial y neural, expresandose en
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tipos celulares, areas y tiempos especificos (Merry et al, 1994; Hockenbery et al,
1991).

En el desarrollo del sistema nervioso, el gen bel-2 se expresa en las células
proliferativas nueroepiteliales de las zonas ventriculares, en las células postmitoticas
de la placa cortical y en células del hipocampo, de la médula espinal y del
cerebelo(Merry et al, 1994). Los niveles de expresion de este gen son altos en etapas
de la neurogénesis postnatal en las células granulares del cerebelo (CGC por sus
siglas en inglés) y en el giro dentado del hipocampo y van declinando con la edad. En
las células de los ganglios simpaticos y sensoriales se mantienen los niveles de Bcl-2
a lo largo de toda la vida del organismo (Merry et al, 1994).

Se ha encontrado que la induccién de altos niveles de Bel-2 inhibe la apoptosis
provocada por distintos estimulos en diferentes lipos celulares (revision en Reed,
1997h), incluyenda algunos fipos neuronales (revision en Merry y Korsmeyer, 1897)
Sin embargo, no todos los tipos celulares que exprerimentan muerte apoptotica
pueden ser rescatados por la sobreexpresion de Bel-2 (Reed, 1997 b)

Por otra parte, se han identificado una serie de proteinas con caracteristicas
estructurales muy similares a Bel-2, en las que se reconoce la presencia de por io
menos una de cuatro regiones conservadas denominadas regiones de homologia 1, 2,
3y 4 (BH1, BH2, BH3 y BH4). Estas proteinas tienen un tamao similar al de Bcl-2
(20-26 KD} y entre ellas se distinguen aquellas que tienen la capacidad de promover
la apoptosis (Bax, Bak, Bad, Bcl-xs) o de suprimirla {Bcl-2, Bel-x, Bcl-w, Mcl-1)
(revision en White et al, 1996}).

La presencia de los distintos productos génicos de la familia de bel-2 es diferencial,
tanto en su localizacién en los distintos tefidos como en las etapas de la vida del

organismo en las que se expresan {Hockenbery, 1995; White, 1996). La redundancia
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en las funciones de los componentes de esta familia podria explicar que no todos los
sistemas apoptéticos puedan ser inhibidos por sobreexpresion de bcl-2 y que no sélo
un incremento en esta proteina defina la sobrevivencia de diferentes tipos celulares.
Estudics en los cuales se han utilizado versiones mutadas de miembros de la familia
de proteinas tipo Bcl-2 y técnicas de coinmunoprecipitacién, han revelado la
importancia de las interaccicnes proteina-proteina en la regulacion de la muerte
apoptotica (Yin et al, 1994; Zha et al, 1996; Sattler et al, 1997). En este sentido, se
propone que las cantidades relativas de proteinas pro y antiapoptoticas y las
interacciones selectivas y complejas entre elias definirdn el destino de fa célula, es
decir, la muerte o la sobrevivencia (Oltvai et al, 1993; revisién en Merry y Korsmeyer,
1997; Chao y Korsmeyer, 1988).

El hecho de que Bcl-2 pueda inhibir la muerte provocada por diferentes estimulos
sugiere que esta proteina debe actuar en un nivel en el que convergen diferentes
mecanismos de muerte iniciados por una variedad de éstos; sin embargo, hasta ahora
se desconoce la accion concreta de Bel-2 para promover la sobrevivencia. Se han
sugerido diferentes hipétesis acerca de la funcién de Bcl-2. Hace algunos aros, los
grupos de Hockenbery (1983) y Kane (1993) propusierén que Bcl-2 podria funcionar
como quelante de radicales libres, ya que en los sistemas estudiados en estos
trabajos, Bcl-2 bloguea la muerte por dafio oxidativo. Sin embargo, en estudios
posteriores se ha observado la accién antiapoptédtica de Bcel-2 en condiciones casi
anaerobias, lo que sugiere otra via de accidén para Bcl-2 (Shimizu et al, 1995;
Jacobson y Raff, 1995).

La funcion de Bcl2 en relacion con su localizacién en el nticleo y en el reticulo
endoplasmico ha sido poco explorada, pero se ha encontrado que Bci-2 es capaz de

ejercer su accion antiapoptdtica, adn en ausencia del nucleo (Jacobson et al, 19984).
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También se ha relacionado a Bcl-2 con la regulacion de los niveles intracelulares de
Ca ¥. En este sentido, se ha propuesto que esta proteina actia amortiguando las
alteraciones en la concentracién de Ca ** en el citoplasma, ya sea evitando su
liheracién del reticulo endoplasmico o aumentando la capacidad de incorporar Ca?
citosélico en la mitocondria (Lahm et al, 1994; Murphy et al, 1996).

En los ltimos afios se ha prestado mayor atencion al papel activo de la mitocondria
en la apoptosis. Por un lado, en la mitocondria se localizan diferentes integrantes de la
familia de Bel-2 (revision en Kroemer et al, 1997; Green y Reed, 1998). Por otra parte,
este organelo esta relacionado con los cambios metabolicos y la produccién de
radicales lbres que se presentan durante etapas tempranas en varios sistemas
apoptéticos. En refacion a la localizacién de Bcl-2 en la mitocondria, se ha propuesto
que su accién no estd relacionada con alteraciones funcionales en la cadena
respiratoria, sino con mantener el potencial de membrana mitocondrial reforzando el
eflujo de protones que ayuda a recobrar el potencial después de la exposicién a
estimulos que provoquen cambios en el mismo {Jacobson et al, 1993, Shimizu et al,
1998).

En los Gltimos afos se han presentado evidencias que sugieren un nuevo modelo de
accion para Bcl-2 directamente relacionado con la mitocondria. En este modelo se
propone que Bcl-2 puede prevenir la muerte al bloguear la liberacion del citocromo-¢
de la mitacondria (Yang et al, 1997; Kluck el al, 1997).

Bax es el principal miembro proapoptético de la familia de Bcl-2, se encuentra tanto
anclado a la membrana mitocondrial como en el citosol. Algunos estudios sugieren
que Bax se redistribuye del citosol a la mitocondria después de fa induccién de un
proceso apoptotico (Wolter et al, 1697). En células susceptibles a muerte apoptética,

la porcién de Bax que se localiza en el citosol se encuentra normalmente como un
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mongdmero inactivo; ante un estimulo apoptético, se trasloca a la mitocondria donde
sufre un cambio conformacional y se homodimeriza para insertarse en la membrana
interna de la mitocondria. La capacidad de esta proteina para dimerizarse e insertarse
en la membrana interna de la mitocondria, se ha relacionado con la habilidad Bax para
formar canales iénicos e incluso poros en ésta (Reed, 1997). La sobreexpresion de
Bax y de otras proteinas proapoptdticas, puede inducir apoptosis adn en presencia de
inhibidores de caspasas (MacCarthy et al, 1997). Se ha sugerido que Bax podria
inducir este proceso de muerte independiente de caspasas a través de la formacién
de canales capaces de inducir alteraciones en la permeabilidad de la membrana
mitocandrial (Green y Reed, 1998). Sin embargo, tambien se ha propuesto que la
capacidad de Bax para formar poros en la membran podria estar relacionada con la
liberacién del citocromo-¢ y otras proteinas relacionadas con el control de la muerte

apoptotica.

La liberacién del citocromo- de la mitocondria como parte del proceso
apoptético

El citocromo-c es una proteina de 12.3 KD codificada por un gen nuclear que se
traduce en el citoplasma para formar el apocitocromo-c que se inserta en la
membrana externa de la mitocondria, donde adquiere un grupo hemo para formar el
holocitocromo o citocromo-¢ funcional. Esta alteracién hace del citocromo-¢ una
proteina polar con carga positiva, incapaz de atravesar la membrana interna de la
mitocondria, manteniéndose unida mediante fuerzas electrostaticas a la citocromo
oxidasa, en la superficie de la membrana interna hacia el espacio intermembranal. El

citocromo-c tiene un papel importante dentro del metabolismo celular, ya que forma
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parte de [a cadena respiratoria, actuando como acarreador de electrones desde el

citocromo be1 (complejo 1) a la citocromo oxidasa (complejo 1V).

Recientemente se ha descubierto que, tanto en sistemas no celulares como en células
intactas, ocurre una translocacién del citocromo-¢ de la mitocondria hacia el
citoplasma durante el proceso de muerte apoptética provocado por una variedad de
estimulos (Liu et al, 1986, Kluck et al, 1997a,b; Yang et al, 1997, revisién en Cai et al,
1998). Este parece ser un evento clave durante el programa de muerte, ya que esta
liberacion se ha asociado a la activacion de caspasas y a los cambios bioquimicos y
morfologicos en el nlcleo caracteristicos de ta muerte apoptética. Yang y
colaboradores (1997) encontraron que para activar a las caspasas, el citocromo-c
requiere ATP y dATP, ademas de la interaccion con los factores citosélicos, conocidos
como Apaf-1 {factor apoptético activador de proteasas 1} y Apaf-3, identificado
actualmente como la caspasa-9 (Liu et al, 1996, Zou et al, 1997).

Estos resultados sugieren un modelo en el que el citocromo-c, al ser liberado de la
mitocondria, se une a una regién rica en secuencias WD (triptofano-aspartato) que se
encuentran en la estructura de Apaf-1, provecando cambios conformacionales en su
estructura, que le permiten unirse a la procaspasa-9 y activarla, al parecer facilitando
su autoprocesamiento (Figura 7). Una vez activada, la caspasa-9 activaasuvezala
caspasa-3, iniciando de esta manera la cascada de proteasas que se encargara de fa
gjecucion subsecuente de la etapa final del programa de muerte {revisién en Reed,

1997a, Hengartner, 1997).
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Figura 7. Modelo de activacion de caspasas mediada por la liberacion del

citocromo-c. Bajo un estimulo apoptdtico, el citocromo-c se libera de la mitocondria. Una vez en el
citosol el citocromo-c puede unirse, en presencia de dATP, a Apaf-1 (Ced-4) para formar un complejo
capaz de reconocer y unir pro caspasa-9, Como consecuencia de la formacién de este multimero, la pro
casapas-9 puede autoprocesarse para pasar a un estado activo y activar a su vez a la caspasa-3.
Finalmente, la activacidn de la caspasa-3 puede conducir a {a activacién de otras caspasas o a la accién
directa sobre diversos sustratos.

De acuerdo a este modelo, la liberacién del citocromo-c inicia un programa de muerte
apoptdtica a través de [a activacion de caspasas. Sin embargo, existe la posibilidad de
que la salida del citocromo-c de la milocondria  provoque alteraciones en el
funcionamiento de la cadena respiratoria. Esto podria tener como consecuencia la

disminucién de la actividad metabdlica y la produccion excesiva de radicales libres
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que podrian llevar a la célula a un proceso de muerte necrética (Reed, 1997a) (Figura
8}.

Hasta la fecha, se desconocen tanto la sefal que provoca la liberacion del citocrome-c
como la forma en que se lleva a cabo esta translocacién. En algunos sistemas
apoptdticos, la liberacién del citocromo-c es precedida por un decremento en el
potencial de membrana de la mitocondria (A¥). Esta pérdida del AY genera
alteraciones transitorias en la permeabilidad de la mitocondria por lo que se ha
sugerido que la salida del citocromo-¢ puede estar relacionada con la apertura de
poros en las membranas tanto interna como externa (revisién en Kroemer et al, 1997,
Reed, 1997a). Se sabe que al abrirse estos poros de transicién (PT) se permite el
paso de proteinas de peso molecular menor a 15 KD y la acumulacion de algunos
iones, particularmente calcio. Esto provoca la liberacion de componentes de la matriz,
alteraciones funcionales en la mitocondria y un hinchamiento de la mitocondria que
conduce a la ruptura de la membrana externa, permitiendo de esta manera la
liberacién del citocromo-c al citoplasma. Sin embargo, existen sistemas en los que la
liberacion del citocromo-c es independiente de la reduccién del potencial de la
membrana mitocondrial {Kluek et al, 1997; Yang et al, 1997; Bossy- Wetzel et al,
1998). En algunos de estos trabajos se propone que la despolarizaciéon de la
membrana puede ser un efecto paralelo de la activacion de las caspasas, que no tiene

relacién alguna con la iiberacién del citocromo-c.
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Figura 8. Papel activo de la mitocondria durante la apoptdsis y necrosis. burante la
apoptosis, alteraciones en la permeabilidad de la membrana mitocondrial pueden producir la liberacion
del citocromo-¢ con la consecuente activacién de la cadena de caspasas. Durante la necrosis, la
mitocondria genera un exceso de radicales libres, altera el gradiente proténico y disminuye la cantidad
de ATP. FIA, factor inducter de apoptosis; AW, gradiente protnico; radicales libres.

Como se ha comentado, un patrdn comun, encontrado tanto en sisternas no
celulares como en ceélulas de mamiferos intactas, es la capacidad de Bel-2 y Bel-x de
prevenir |a liberacion del citocromo-c de la mitocondria (Kluck et al, 1997; Yang et al,
1997; Karbanda et al., 1997). En algunos trabajos se ha observado que Bci-2 actia a
nivel premitocondrial y mitocondrial, pero no postmitocondrial, es decir, impide la
salida del citocrome-c de la mitocondria, pero no evita sus efectos, una vez que ha
sido liberado al citosol (Ellerby et al, 1997). Sin embarge, en trabajos publicados

recientemente se sugiere gue Bcl-2 puede inhibir la muerte independientemente de
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que el citocromo-¢ ya haya side liberado al citosol o de que se microinyecte citocromo-
¢ directamente al citoplasma de la célula (Rossé et al, 1998; Shivotovsky et al, 1998).
Se ha propuesto que Bel-2 podria inhibir el efecto del citocromo-c de manera indirecta,
tal vez interactuando con Apaf-1, evitando que éste se una a la caspasa-9 y la active,
de manera similar al modelo descrito para C. elegans en el que Ced-9 se une a Ced-4
para evitar su interaccion con Ced-3 y su posterior activacion (Hengartner, 19897).

Recientemente, se ha propuesto ia participacion de los miembros de la familia de Bcl-
2 tanto en e! proceso de liberacién del citocromo-¢ como en la inhibicion del mismo.
Debido a que estas proteinas tienen estructuras parecidas a las de algunas toxinas
bacterianas con capacidad de formar poros en la membrana celular (colicinas y toxina
difteria), se cree que podrian formar poros en la membrana externa de la mitocondria,
para regular la liberacion del citocromo-c. Se ha demostrado que, efectivamente, Bel-
2, Bel-x y Bax tienen la capacidad de formar poros en membranas sintéticas. Bax
forma poros con selectividad para aniones en vesiculas lipidicas sintéticas y en
bicapas lipidicas planares a pH neutro y, al parecer, la formacion de estos poros
puede ser inhibida por la sobreexpresion de Bcl-2 (Antonsson et al, 1997). En el caso
de Bel-2 y Beclx, los canales formados presentan selectividad para cationes y
diferentes estados de conductancia, pero su insercion sélo se logra en un rango de pH
acido, no fisiologico (Minn et al, 1997, Schendel et al, 1997). La modulacién en la
apertura de los canales formados por Bcl-2 y proleinas relacionadas podria depender
de cambios de pH o de interacciones proteina-proteina. Sin embargo, hasta la fecha
no se tiene ninguna evidencia de esto en modelos in vivo, por lo que queda como una
hipétesis a comprobar. Asi, los modelos generados a partir de estos resultados

sugieren que Bcl-2 puede actuar ya sea directamente, como formador estructural de
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un poro o indirectamente, regulando flujos ionicos relacionados con la liberacion del

citocromo-c a través de la regulacién de la accién de Bax a nivel mitocondrial.

Proteinas de estrés

Cuando algunos tipos celulares, o bien organismos en conjunto, son expuestos a
condiciones adversas, como incremento en la temperatura, metales pesados, hipoxia
0 isquemia, se produce una respuesta que involucra la sintesis de un grupo de
proteinas conocidas como proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en

inglés) al mismo tiempo que se reduce la expresion de otras proteinas (figura 9).

1. CONDICIONES AMBIENTALES
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Figura 9. Inductores de la respuesta a estrés. Diagrama de las tres principales clases de
inductores de la respuesta a estrés. Cada inductor actia como se representa en |a figura produciendo la
activacién de un factor activador de la sintesis de estas proteinas {HSF, por sus siglas en inglés) a
través de [a unién a un elemento responsive (HSE, por sus siglas en inglés) en la region del promoter de
las protelnas de estrés (modificado de Morimoto et al, 1992).
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Las HSP son un grupo de proteinas consiitutivas inducibles. Algunos miembros de
esta super familia se expresan de manera constitutiva e incrementan sus niveles en
respuesta a estrés, mientras que otros sélo se expresan como consecuencia a la
exposicion a condiciones fisiolégicas no optimas. Las HSP que se expresan de
manera constitutiva actian, generalmente, como chaperoninas de otras proteinas
celufares uniéndose a péptidos recién sintetizados para asegurar o facilitar que esta
proteina adquiera la estructura tridimensional adecuada o© para facilitar la
translocacion de proteinas al interior de diversos organelos. La induccidn de altos
niveles de HSP se ha relacionado con el desarrollo de termotolerancia, un
mecanismo de resistencia a altas temperaturas inducido por una exposicidn previa y
momentanea a un ligere incremento en la temperatura o a otro tipo de agente capaz
de producir estrés. Se ha propuesto que las HSP inducibles (HSPi) pueden ejercer su
efecto protector ya sea evitando la desnaturalizacion de proteinas o bien reparando el
dafio que generan los inductores de estrés (Buzzard et al, 1998).

Un grupo particularmente destacado de la superfamilia de las HSP, lo constituye la
familia de las HSP-70 (HSP con pesc moelecular cercang a 70 KD) ya que se ha
implicado la scbreexpresion de miembros de esta familia en la inhibicion de la muerte
apoptética inducida por calor en varios tipos celulares (Mosser y Martin, 1992,
Strasser y Anderson, 1995). La expresidon exégena de HSP-72 es capaz de proteger a
varias lineas celulares de condiciones adversas como temperaturas altas, de algunas
drogas (Samali y Cotter, 1996), del efecto citotéxice del TNFa (Jaattela et al, 1992),
del éxido nitrico (Bellmann et al, 1996), de la neurotoxicidad inducida por glutamato

(Rodorf et a!, 1991) y de la privacion de ATP en neuronas (Kavakov y Gabai, 1994).
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Factores tréficos durante el desarrolio

Entre las moléculas reguladoras de! proceso de muerte observado durante la
neurogénesis, los factores tréficos (FT) juegan un papel relevante. Los factores
neurotréficos son sustancias enddgenas esenciales para la sobrevivencia, la
diferenciacion, el crecimiento y la plasticidad neuronal. Entre los factores neurotréficos
mejor estudiados se encuentra el factor de crecimiento neuronal (NGF, por sus siglas
en inglés), cuya presencia se sabe que es determinante para la sobrevivencia de
neuronas sensoriales, simpaticas y colinérgicas del nacleo basal. Se han encontrado
otras moléculas con funciones neurotréficas que presentan homelogia de un 50-60%
con el NGF y gue, junto con otros factores, se conocen como neurotrofinas. Entre
éstas se encuentra el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF, por sus siglas en
inglés), la neurotrofina 3 (NT-3) v la neurotrofina 4/5. De manera similar, se han
caracterizado otras familias de FT (neurocinas, factores de crecimiento fibroblastico, la
superfamilia del factor de crecimiento epidérmico, eic.), pero tal vez sea la familia de
las neurotrofinas la que actia, casi exclusivamente, sobre el SN.

Las neurotrofinas ejercen su efecto a través de la unidn a receptores especificos, p75
y la familia de receptores trk {(cuya caracteristica principal es poseer un dominio de
lirosina-cinasa intracelular). De manera general, al ser liberado por la célula blanco, el
factor neurotréfico se une a receplores que se encuentran en las terminales de la
neurcnas presinapticas sensibles al factor. Posteriormente, la fosforilacién del dominio
citiplasmico de estos receptores reclutan moléculas especificas de sefializacion
intracelular que pueden tener efecto sobre 1a regulacion de la sintesis de proteinas

estructurales, procesos metabdlicos y produccion y liberacién de neurotransmisores.

32



Con base en las evidencias del efecto de estos factores sobre la sobrevivencia de
ciertas poblaciones neuronales, se propone que la regulacion de la muerte neuronal
durante el desarrollo depende de un proceso de competencia de las neuronas por
cantidades suficientes de factores troficos liberados por sus células blanco. De esta
manera, se propone que existe un proceso de seleccidén que permite ajustar el nimero
de neuronas con fas células blanco que inervan (Raff et al, 1993). En este sentido,
experimentos disefiados para evaluar los efectos de la remocion de aferencias y el
blogqueo de las sinapsis, han demostrado la importancia de la regulacion de flujos
idnicos a través de la membrana, que afectan la actividad eléctrica de la neurona
receptora en fa sobrevivencia neuronal. El hecho de que, en etapas tempranas del
desarrollo, se encuentren neurotransmiscres en el medio extracelular y células que
expresen receptores para ellos parece apoyar la relevancia de la actividad eléctrica en
la schrevivencia neuronal. Recientemente, se ha hecho evidente la funcién
neurotréfica de ciertos neurotransmisores durante el desarrolle del sistema nerviose,
destacando la participacién del GABA y algunos aminoacidos excitadores en el

proceso (Meier et al, 1991; Baldzs y Hack, 1990; Leslie, F., 1993).

Aminoacidos comeo factores tréficos

A principios de los setenta se sugirid que, ademdas del papel como principal
neurctransmisor inhibidor, el GABA podria ejercer efectos tréficos durante el
desarrollo de neuronas de! SNC. Posteriormente, se encuentra que el GABA afecta Ja
sobrevivencia y diferenciacion de neuronas del ganglio cervical superior y de la
corteza cerebral in vivo, asi como de neuwronas de retina, corlicales, tectales y

granulares del cerebelo en cultivo (Hansen et al, 1987; Meier et al, 1991). En cultivos
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de CGC el GABA tiene efecto sobre la expresién de los receptores a GABA y de otras
proteinas celulares (Meier et al, 1991).

Por otro parte, se ha demostrado la accién tréfica del acido glutamico sobre diferentes
poblaciones de neuronas en cutivo del hipocampo, del cerebelo y de la médula
espinal. Esta accién del gluatamato depende de la edad de las células, la
concentracién del neurotransmisor y el tiempo de exposicién, entre otros factores. El
glutamato es el aminoacido excitador predominante en el sistema nervioso de
mamiferos y sus receptores se encuentran ampliamente distribuidos. Existen 4 tipos
de receptores a glutamato: tres de lipo ionotrépico y uno de tipo metabotrépico,
acoplado a proteinas G. Los receptores ionotrépicos utilizan al glutamato como
ligando enddgeno, pero se clasifican desde el punto de vista farmacologico, de
acuerdo a su principal agonista. De esta manera, se dividen de acuerdo a su
capacidad para reconocer al NMDA como agonista, (receptores tipo NMDA y ne-
NMDA, respectivamente). Eslos ultimos incluyen al receptor de acido kainico (AK) y at

receptor de AMPA (4cido propiénico alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol).

Receptor tipo NMDA

El receptor tipo NMDA es un complejo proteico acoplado a un canal iénico permeable
a sodio, potasio y, particularmente, a calcio (Figura 10). El receptor tipo NMDA es el
Unico receptor ionotropico cuya actividad puede ser regulada por factores
extracelulares. Este receptor presenta varios sitios de modulacion que influyen en la
probabilidad de apertura del canal, entre los que se distinguen 2 sitios de
reconocimiento, uno para el glutamato y otro para la glicina (que actia como
coagonista). La activacion del receptor requiere de la unidn de ambas moléculas para

la apertura del canal. También presenta un sitio de unién a poliaminas, que a bajas
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concentraciones aumentan la probabilidad de apertura del canal, y provocan un
bloqueo, dependiente de voltaje, a altas concentraciones. Dentro del canal se
encuentra un sitio de unién para magnesio y otro para zinc. La union de Mg ¥
extracelular produce un blogueo dependiente de voltaje, cuando el potencial de
membrana se encuentra en reposo (-70 a -50 mV). Para que se permita la activacién
del receptor por la unién de su ligando, este ion debe ser liberado del sitio de unitn
mediante la despolarizacién de la membrana (20-30 mV), lo cual provoca la
disminucion de la afinidad del sitic por el Mg *. Al igual que en el caso del magnesio,
al unirse a este sitio dentro def canal compuestos como el MK801, la ketamina u otras
drogas como la fenilciclidina, se previene el paso de iones a través del canal. Por otra
parte, al unirse el Zn®* a su sitio de reconocimiento, bloguea la respuesta al NMDA de
manera independientemente del voltaje, provocando la reduccién en el tiempo de

apertura del canal.

Figura 10. Esquema del receptor a glutamato tipo NMDA. Este receptor regula un ¢anal
ibnico permeable a iK* , Na’ y particularmente a Ca®". Presenta sitios de unién para glutamato, glicina,
Zn®, peliaminas y Mg®, los cuales regulan la funcidn del canal iénico (Tomado de Delong, 2000).
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Existen distintas isoformas del receptor a NMDA, compuestas por dos tipos de
subnidades: NR1y NR2 (A, B, C, D). Las diferentes isoformas det receptor presentan
distintas caracteristicas farmacolégicas y una distribucion celular y regional diferencial.
Se cree que la subunidad NR1 determina las propiedades basicas del receptor,
mientras que las variantes de la subunidad NR2 (A, B, C o D) definen la actividad
particular del mismo.

Se sabe que en el cerebelo, desde etapas tempranas del desarrollo, las neuronas
granulares presentan en sus dendritas y en sus somas receptores a glutamato, tanto
de tipop NMDA como tipo no-NMDA. A lo largo del desarrolio de estas células se
observan cambios en la expresién de las subunidades que constituyen al receptor tipo
NMDA, que muestran propiedades de cinética y conductancia diferentes. En etapas
tempranas de! desarrollo se producen hetero-oligdmeros NR1/NR2A, los cuales
disminuyen en nimero y son paulatinamente sustituidos por hetero-cligémeros
NR1/NR2C, los cuales son delectados en el cerebelo adulto (Perrier y Benavides,
1995). Algunos estudios sugieren que los receptores tipo NMDA que presentan las
células granulares juegan un papel importante en la migracién y en la transmision
sindptica que se establece entre una poblacion de fibras musgosas de tipo
glutamatérgicas y las células granulares, posiblemente afectandc su sobrevivencia

(Komnuro et al, 1993; Burgoyne et al, 1993).
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ANTECEDENTES

Los cultivos de CGC han demostrado ser un modelo adecuado para el estudio de
eventos asociados al desarrolio del sistema nervioso central (Baldsz, 1988 a; Moran y
Patel, 1988 a; Moran y Rivera Gaxiola, 1992, Komuro y Rakic, 1997). En este modelo
se ha encontrado que el tratamiento con altas concentraciones de KCI (25 mM} o la
estimulacién del receptor a glutamato tipo NMDA (150 uM), promueven la
sobrevivencia y la diferenciacién de estas neuronas {Lasher y Zagon, 1972; Gallo et
al, 1987; Balasz et al, 1988 a, b; Moran y Patel, 1989a, b; Burgoyne et al, 1993,
Alavez et al, 1996). La estimulacion del receptor a NMDA y concentraciones elevadas
de KCI promueven también la maduracion de las CGC, ya que inducen el crecimiento
de neuritas (Burgoyne et al, 1993), el aumento en la expresion y actividad del receptor
tipo NMDA (Van der Valk et al, 1991; Balazs et al, 1992b; Bessho et al, 1984) y un
incremente considerable tanto en la actividad como en la expresion de la glutaminasa
activada por fosfatos (GAF) y la aspartato aminotransferasa (AAT), enzimas que
participan en la sintesis y el metabolismo del glutamato utilizado como
neurotran'smisor (Moran y Patel, 1988 a, b; Moran y Rivera Gaxiola, 1992, Alavez et
al, 1996).

Se ha propuesto que la dependencia de estimulacion despolarizante observada en el
cultivo, podria reflejar el arribo de una poblacién glutamatérgica a la capa granular
interna del cerebelo, aproximadamente a P12. De esta manera, la despolarizacién
producida por los tratamientos in vitro podria mimetizar el efecto que la aferencia de
estas fibras tiene sobre las neuronas granulares a través de los receptores
glutamatérgicos en etapas tempranas del desarrollo (Gallo et al, 1987; Burgoyne et al,

1993).
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Sin embargo, en células granulares ya diferenciadas, el tratamiento con glutamatc o
con agonistas de este receptor produce un efecto téxico en el que las células mueren
de manera necrotica (Dessi et al, 1993). En el caso particular del NMDA, los efectos
tréficos o toxicos, parecen estar mediados por el incremento en los niveles de Ca®
intracelular, por lo que puede suponerse que la respuesta diferencial entre las células
inmaduras vy las ya diferenciadas podria estar definida ya sea a través de cambios en
la expresién y/o actividad de los receptores o de sistemas intracelulares de regulacién
del Ca*" citoplasmico.

Por otra parte, se ha demostrado que las neuronas granulares cullivadas bajo
condiciones despolarizantes (K25} y que a los 7-9 DIV se someten a un cambio de
medio con bajas concentraciones de potasio (K5), mueren de manera apoptotica
(D’Mello, 1993; Yan et al, 1994) debido a la disminucién en {a concentracion de Ca™
citosdlico (Galli et al, 1995). Esta muerte requiere de sintesis de RNAm y proteinas,
actividad de caspasas, formacion de radicales libres y disminucion de la actividad
mitocondrial en etapas tempranas (Schulz et al, 1896; Miller y Johnson, 1996; Chang
y Wang, 1997; Armstrong et al, 1997; Atlante et al, 1998; Moran et al, 1996, 1999;
Valencia y Moran, 2001).

Dentro del grupo de moléculas implicadas en la regulacion de la muerte apoptética,
los miembros de la familia de Bcl-2 son de particular interés. Estas proteinas se
encuentran distribuidas ampliamente en los diferentes tipos neuronales que
constituyen el sistema nervioso y se han encontrado miittiples evidencias de su papel
como reguladores de la muerte neuronal {revision en Merry y Korsmeyer, 1997).
Algunos estudios sugieren que Bax tiene un papel activo y critico en la muerte de
diferentes poblaciones neuronales provocadas por diferentes estimulos, asi como en

la muerte de neuronas del sistema nervioso periférico y central, que ocurre
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naturalmente durante la neurogénesis (Deckwerth et al, 1996; Miller et al, 1897, White
et al, 1998).

También se ha encontrado que la sobreexpresion de Bcl-2 previene la muerte
inducida por diferentes estimulos en lineas celulares neuronales y en cultivos
primarios de algunas poblaciones neuronales y se sugiere que esta proteina es critica
en el mantenimiento de ciertos tipos neurcnales durante el desarrollo y en etapas
postnatales (Garcia et al, 1992; Allsopp, 1993; Zhong et al, 1993; Michaelidis, et al,
1996; revision en Merry y Korsmeyer, 1997).

Por otra parte, en una gran variedad de sistemas celulares, el incremento en la
expresion de algunos miembros de la familia de HSP es capaz de afectar
positivamente la sobrevivencia celular (revisién en Lindquist y Craig, 1988). Se ha
demostrado que células que expresan altos niveles de estas proteinas, ya sea en
respuesta a un estrés previo o a la sobreexpresion artificial de una o mas miembros
de la familia de HSP elevan su resistencia a una gran variedad de condiciones
desfavorables que van desde la exposicion a etanol hasta la isquemia cardiaca (L,
1983; Yellon y Latchman, 1991). Las neuronas también son capaces de inducir fa
sintesis de proteinas de estrés en respuesta a diversas condiciones adversas comoe la
neurotoxicidad inducida por glutamato (Rodorf et al, 1991) y la privacién de ATP

{Kavakov y Gabai, 1994).
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HIPOTESIS

Considerando que condiciones despolarizantes (NMDA y K25) promueven la
sobrevivencia de las células granulares del cerebelo (CGC) en cultivo, es posible que
los mecanismos subyacentes, tanto al proceso de muerte como a la sobrevivencia
inducida por despolarizacion (NMDA y K25}, involucren la participacién de proteinas
reguladoras del proceso apoptotico (Bel-2, Bax, Cit-c, caspasas) 0 bien, regulen la

respuesta celular al estrés.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar los mecanismos basicos que subyacen al proceso de muerte que se
observa en CGC por privacién de estimulacion despolarizante y en el rescate inducido

por NMDA y K25.

OBJETIVOS PARTICULARES
Caracterizar morfolégica y bioguimicamente el proceso de muerte que se observa en

cultivos de CGC por privacion de estimulacién despolarizante.

Determinar si en el incremento en la sobrevivencia producida por condiciones
despolarizantes en cultivos de neuronas granulares participan proteinas de estrés,

particularmente HSP-70 y HSP-25.

Evaluar el papel de Bax y Bel-2 en la regulacion de la muerte apoptotica observada en
cultives de neuronas granulares dei cerebelo inducida por la privacion de estimulacién

despolarizante y en la sobrevivencia promovida por el NMDA y K25,
Determinar los niveles de citocromo ¢ en fracciones subcelulares de estas neuronas,
para definir si la liberacién de esta proteina forma parte del proceso de muere

apoptotica observada en los sistemas estudiados.

Cuantificar la actividad de caspasas iniciadoras y efectoras en ambos modelos y

correlacionarla con los parametros considerados en los apartados anteriores.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar los mecanismos basicos que subyacen al proceso de muerte que se
observa en CGC por privacion de estimulacién despolarizante y en el rescate inducido

por NMDA y K25.

OBJETIVOS PARTICULARES
Caracterizar morfolégica y bioguimicamente el proceso de muerte que se observa en

cultivos de CGC por privacién de estimutacién despolarizante.

Determinar si en el incremento en la sobrevivencia producida por condiciones
despolarizantes en cultivos de neuronas granulares participan protefnas de estrés,

particularmente HSP-70 y HSP-25.

Evaluar el papel de Bax y Bel-2 enla regulacion de la muerte apoptotica observada en
cultives de neuronas granulares del cerebelo inducida por la privacion de estimulacion

despolarizante yen la sobrevivencia promovida por el NMDA y K25.
Determinar los niveles de citocromo ¢ en fracciones subcelulares de estas neuronas,
para definir si la liberacion de esta proteina forma parte del proceso de muerte

apoptotica observada en los sisternas estudiados.

Cuanlificar la actividad de caspasas iniciadoras y efecloras en ambos modelos y

correlacionarla con los parametros considerados en los apartados anteriores.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DEL PROCESO DE
MUERTE CELULAR OBSERVADA POR PRIVACION DE ESTIMULACION
DESPOLARIZANTE EN CELULAS GRANULARES DEL CEREBELO.

Morfologia

En concordancia con reportes previos, durante los primeros 4 DIV tanto las CGC
crecidas en K10 (KCl, 10mM) como las tratadas con NMDA presentan somas

redondos y turgentes, que se agrupan formando cimulos comunicados por redes de

procesos neuronales.

A partir de los 5-8 DIV las células control (CGC que crecen bajo condiciones no
despolarizantes; esto es, sin NMDA ¢ K25) inician un proceso degenerativo en el que
se pueden apreciar irregularidades en la membrana plasmalica, adelgazamiento de
los procescs y una fragmentacion de los mismos (Figura 11}. Sin embargo, las células
tratadas con NMDA sobreviven en buen estado hasta los 10 DIV, mostrando tanto
somas redondos y 0scuros como procesos gruesos y fuertes (Figura 11). A partir de
esta edad, las células tratadas con NMDA inician un proceso de degeneracion similar
al observado en las células control. Las células cultivadas en K25 presentan
diferencias con respecto al contrel a partir de los 3 DIV. A 7 DIV, se puede apreciar
una mayor densidad neuronal, organizada en cumulos compuestos por varios somas
grandes y turgentes, interconectados por paquetes de procesos fuertes. Se ha
demostrado que estas células pueden sobrevivir en cultivo hasta tres semanas (Gallo

et al, 1987).



Figura 11. Efecto del NMDA y K25 en la morfologia de las CGC en cultivo. CGC
cultivadas durante 7 DIV en un medic con K10, muestran signos de degeneracién de los somas y
adelgazamiento y fragmentacion de los procesos {C). CGC crecidas en un medio con K10 y tratadas con
150 uM de NMDA a los 2 DIV, muestran somas redondos y turgentes y procesos fuertes a los 7 DIV
{(NMDA). Células granulares que crecieron durante 7 DIV en un medio de cultivo con K25 muestran una
alta densidad neuronal, organizada en cumulos compuestos de somas grandes interconectados por
procesos gruesos.

Por otra parte, las células que crecen en un medio con K25 y que a los 7 DIV se les
cambia el medio por uno con K5, sin suero, inician un répido proceso de degeneracion
de un gran porcentaje de la poblacion neuronal que es ya evidente 24 horas después
del cambio de medio (Figura 12). Bajo estas condiciones, los cambios morfolégicos
observados corresponden en gran medida a los descritos anteriormente:
Encogimiento de los somas y disminucién en el diametro de las neuritas y una
posterior fragmentacion de los procesos (D'Mello et al, 1993). La apariencia de los

cultivos 48 horas después del cambio de medio (privacién de estimulacién
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despolarizante) muestra muy pocas neuronas en buen estado, ausencia total de

procesos y una gran cantidad de restos celulares.

Figura 12. Efecto de la privacion de potasio en la morfologia de las CGC a los 7
DIV. Las célutas crecen en un medio con K25 que se sustituye a los 7 DIV por otro con K5, sin suero.
Las fotografias fueron tomadas 24 horas después del cambio de medio. E{ cultive que permanece con
K25 presenta células con somas grandes y procesos fuertes. Cuando el cultivo se somete a la privacién
de altas concentraciones de potasio, se observa la degeneracion de las células, que se manifiesta con el
encogimiento de los somas y la destruccién de los procesos.

Sobrevivencia

Efecto de la estimulacion con NMDA y K25 en la sobrevivencia de las CGC
Una forma sencilla de deferminar la relevancia de la estimulacidn despolarizante

producida por NMDA y K25 es evaluar la sobrevivencia neuronal a través de la
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capacidad de reduccién de MTT (ver métodos en articulos 2 y 3) por la mitocondria.
Se ha demostrado que en este sistema hay una buena correlacion entre la capacidad
para reducir MTT y la sobrevivencia celular (Balazs, 1980). Cuando las células se
tratan crénicamente con NMDA (150 uM) durante 7 DIV, la sobrevivencia celular,
medida por esta técnica, aumenta en un 93%, mientras que el tratamiento con K25
aumenta aproximadamente un 111% con relacion al control (Figura 1A, articulo 3).

La viabilidad de las neuronas mantenidas en K25 durante 6-8 DIV y luego sometidas a
una privacién de estimulacién despolarizante (K5), se determiné a las 12, 24, 36y 48
horas después de reemplazar el medio K25 por otro conteniende K5, sin suero. Para
este experimento se utilizaron como control, células en las que el medio fue
reemptazado por uno con K25, sin suero. Bajo estas condicicnes la viabilidad de las
células disminuye a partir de las 12 horas después del cambio, reduciendose un 50%

a las 24 horas y hasta 20% a 48 horas, con relacion al control (Figura 1b, articulo 3).

Caracteristicas apoptéticas de la muerte observada en CGC por privacién de
estimulacién despolarizante

Condensacion del material nuclear

Para determinar si el proceso de muerte que se observa en las CGC bajo eslas
condiciones es de naturaleza apoptética, se realizaron tinciones con el colorante
fluorescente Hoechst 33258, que se une de manera selectiva al material nuclear. La
figura 13 muestra que algunos nicleos de células crecidas bajo condiciones
fisiolégicas de potasio (K5}, presentan condensacién de la cromatina a los 7 DIV, en
concordancia con reportes previos que describen el fendmeno de muerte apoptética
en células granulares del cerebelo (D'Mello et al, 1993; Yan et al, 1994, Galli et al,

1995; Moran et al, 1999; Valencia y Moran, 2001). Resultados similares se obtienen

cuando las CGC crecen en un medio con K10,
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El tratamiento con NMDA y K25 a los 2 DIV evita esta condensacion y los nicleos de
neuronas crecidas bajo estas condiciones despolarizantes se mantienen con la

cromatina dispersa después de 7 DIV (Figura 13).

Figura 13. Efecto de la despolarizacion en la condensacién del material nuclear

de CGC en cultivo. Cultivos de CGC tratados con NMDA a los 2 DIV, mantenidas en condiciones
de alto potasio (K25) o en condiciones fisiolégicas de polasio (KC! 5 mM, C) fueron teflidas con Hoechst
33258 a los 7 DIV y observadas en microscopia de fluorescencia. En las células control se observan
varios nucleos con la cromatina condensada, mientras que las células crecidas en condiclones
despolarizantes, presentan nicleas con la cromatina dispersa.

Por otra parte, se ha demostrado que la muerte inducida por la privacion de K’ en las

células granulares ya diferenciadas es de naturaleza apoptotica (Gallo et al, 1987,
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D'Mello et al, 1993; Yan et al, 1984, Moran et al, 1999; Valencia y Moran, 2001).
Durante este proceso se puede observar una gran cantidad de nicleos condensados
24 horas después del cambio de medio, en comparacitn al control mantenido en K25

(Figura 14).

Figura 14. Efecto de la privacion de potasio en la condensacién del material
nuclear de las CGC en cultivo. Las células fueron teflidas con Hoechst 33258, 24 horas

después del cambio de medio, En las células control (K25) se observa la cromatina dispersa, mientras
que las células privadas de potasio (K5), muestran nicleos con la cromatina condensada.

Alteraciones en la membrana plasmatica
Como ya se comentd, una de las alteraciones caracteristicas de la apoptosis es la

presencia de alteraciones en la membrana plasmatica. Este tipo de alteraciones
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puede distinguirse utilizando microscopia electronica de barrido diferencial. La figura
15 muestra las alteraciones a nivel de membrana (protrusiones} que se observan en
cultivos privades de estimulacién despotarizante. El tratarmiento crénico con NMDA y

K25 practicamente inhibe este proceso.

20KV X20000 0365 1.GU BIOCT N

Figura 15. Efecto de NMDA y K25 en las alteraciones de la membrana plasmatica

inducidas por privacion de estimulacién despolarizante. CGC cultivadas bajo la accién
de K5, NMDA o K25 fueron procesadas para microscopia electrénica de barride diferencial a los 7 DIV.
La privacién de estimulacién despolarizante (C) induce claras alteraciones en la membrana plasmatica
que son claramente revertidas por NMDA y K25,
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Efecto de inhibidores de sintesis de proteinas en la sobrevivencia de las CGC en
cultivo

En funcidn de que la muerte programada, y en algunos casos la apoptosis, depende
de la expresiébn de proteinas de novo, este proceso puede ser inhibido por
bloqueadores de la sintesis de proteinas. La exposicién de las CGC a actinomicina D
(Act-D, 0.1 pyg/mil) o cicloheximida (CHX, 1 pg/ml) durante 1-12 horas a los 4-5 DIV, es
capaz de reducir la muerte inducida por privacion de estimulacién despolarizante
(Figura 16; Tabla 1, articulo 1). Concentraciones superiores a las mencionadas son
muy poco eficaces y, dependiendo del fiempo de estimulacién, pueden ser

sumarnente toxicas.

Transformacion de MTT (% del Control)

NMDA ActD CHX

Figura 16. Efecto de Act D y CHX en la sobrevivencia de las CGC. CGC cultivadas en
KS fueron tratadas con NMDA (150 uM, 2 DIV}, Act D (0.1 pg/ml, 5 DIV} o CHX {1 pg/ml, 5 DIV) durante
6 h. Bajo estas condiciones, tanto Act D como CHX producen una inhibicién del proceso de muerte
similar a la producida por NMDA. Los resultados estan expresados como el promedio + error estandar
de 4 experimentos diferentes.
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Efecto del tiempo de estimulacion del receptor a glutamato tipo NMDA en la
sobrevivencia de las CGC en cultivo

Debido a la relevancia fisioldgica de la estimulacion de Jas CGC con NMDA, que
podria mimetizar una influencia trofica in vivo proveniente de las FM, decidimos
explorar la dependencia de la sobrevivencia de estas neuronas en funcién del tiempo
de estimulacién del receptor a glutamato tipo NMDA. La activacion del receptor tipo
NMDA de estas neuronas a diferentes DIV muestra que la sobrevivencia de las CGC
depende directamente del tiempo de estimulacion de este receptor. Asi, el maximo
efecto sobre 1a sobrevivencia se alcanza cuando las CGC se estimulan entre los 2-3

DIV (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la estimulacién crénica con NMDA en la sobrevivencia de
las CGC. Cultivos de CGC fueron eslimulados con NMDA (150 uM) a los tiempos indicados y la
sobrevivencia fue evaluada a los 7 DIV como transformacion de MTT. Los resultados estan expresados
como el promedio + el error estandar de 5 experimentos diferentes.
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El tiempo minimo de estimulacién con NMDA capaz de inducir efectos en la
scbrevivencia de las CGC es una hora, tanto a los 2 como a los 3 DIV (Figura 1,
articulo 1). Estos resultados sugieren una participacion critica de los receptores a

NMDA en estadios tempranos del cultivo.

Participacién del calcio extracelular en la sobrevivencia de las CGC en cultivo

Posiblemente la caracteristica mas destacable de! receptor a NMDA sea permitir el
paso de calcio extracelular al interior de la neurona. La figura 18 muestra la influencia
de dos fuentes diferentes de calcio extracelular en la sobrevivencia de las CGC.

En el panel izquierdo de Ia figura 18 se muestra el efecto del Bay K, un activador de
canales de calcio sensibles a voltaje, en la sobrevivencia de las CGC. La curva contra
concentracion muestra que la adicién de Bay K a una concentracion de 1 pM a los 2
DIV, es capaz de permitir la sobrevivencia de estas células (aproximadamente un 50
% sobre el control). Concentraciones de Bay K superiores a 1 pM son tdxicas para el

cultivo {(no se muestra).
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Figura 18. Efecto de Bay K y A23187 en la sobrevivencia de las CGC en cultivo.
Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de ambos fArmacos a los 2 DIV y la
sobrevivencia fue evaluada a los 7 DIV como transformacion de MTT. Los resultados estan expresados
como el promedio el error estandar de 3 experimentes diferentes.

Por otra parte, la incorporacion no selectiva de calcio a través de un ionéforo como el
A23187 sélo promueve la sobrevivencia de las CGC a una concentracién muy baja
{0.001 uM) y el efecto sobre la misma es bastante discreto, aproximadamente de un
20 % sobre et control {(Figura 18, pane! derecho). Concentraciones de A23187
superiores a 0.001 pM son téxicas para el cultivo, como puede apreciarse en el panel
derecho de la figura 18. Estos resultados sugieren que no es una entrada masiva e
inespecifica de calcio, sino un influjo controlado y compartamentalizado el que

mantiene la sobrevivencia de las CGC en este estadio de maduracion.
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La accién cronica de estos farmacos adicionados a diferentes DIV y a las
concentraciones capaces de promover la sobrevivencia de esta células, determinadas
en la figura 17, produce un comportamienta similar al descrito para la accién del
NMDA (Figura 16). Asi, para ambos compuestos, y particularmente para Bay K, la
capacidad de promover la sobrevivencia de estas células depende de la duracion del

estimulo (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la estimulacién crénica con Bay K y A23187 en la
sobrevivencia de las CGC. Cultives de CGC fueron estimulados con Bay K (1 uM) o con A23187
(0.001 uM) a los tiempos indicados y la sobrevivencia fue evaluada a los 7 DIV como transformacion de
MTT. Los resultados estan expresados como el promedio % el error estandar de 3 experimentos
diferentes.
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Resultados adicionales se presentan en el articulo: NMDA RECEPTOR ACTIVATION

AND APOPTOTIC DEATH OF CULTURED CEREBELLAR GRANULE NEURONS.

Los resuitados descritos en el apartado anterior sugieren que e! proceso de
muerte de las CGC presenta caracteristicas morfolégicas de un proceso apoptético y
que la exposicion del cultivo a condiciones despolarizantes, como la activacién del
receptor a glutamate tipo NMDA, inhihen de manera significativa este proceso. Una
caracteristica relevante de la muerte programada, es la expresién de una serie de
proteinas que participan activamente en este proceso. En este trabajo se exploré la
posibilidad de que la inhibicién de la sintesis de proteinas con Cicloheximida, fuera
capaz de proteger cultivos de CGC dei proceso de muerte que ocurre en condiciones
no despolarizantes. Los resultados apoyan que el proceso de muerte de las células
granulares de cerebelo que se desarrollan en cultivo bajo condiciones no
despolarizantes requiere de sintesis de proteinas de novo.

La estimulacién del receptor de NMDA a partir de los primeros dias en cultivo,
particularmente desde los 2 y 3 DIV, parece ser critica para promover la sobrevivencia
de estas neuronas (figura 17). En este trabajo se pretende determinar el tiempo
minimo de estimulacién del receptor de NMDA capaz de inducir la sobrevivencia de
las CGC en cultivo. Los resultados presentados en este articulo muestran que
estimular este receptor 1-6 horas a los 2 y 3 DIV, es suficiente para incrementar la

sobrevivencia de las CGC de manera significativa.
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NMDA RECEPTOR ACTIVATION AND APOPTOTIC DEATH
OF CULTURED CEREBELLAR GRANULE NEURONS

JuLio MorAn', GUADALUPE DOMINGUEZ, SILVESTRE ALAVEZ

Departamenio de Neurociencias. Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Autonome de México, 04510 México. D.E

This work was partially supported by a grant from DGAPA-UNAM (IN-202093)

Abstract

When cerebellar granule neurons are culiured in a serum-containing medium thev normally die after 5-7
days in vimro. This phenomenon shows some characteristics of apopiotic cell death rather than necrotic
death. Some of the evidence ineludes the condensation and fragmeniation of chromatin and the formation
of phagosomes as well as the observation that cell death is blocked By protein synthesis inhibitors. On
the other hand, N-Medwi-D-Aspartate (NMDA). an agonist of the glutamate synmaptic receplor con rescue
granule cells from death, The effect of NMDA on cell survival is dependent on calcium. The minimal time
measured of NMDA stimulation requived to induce cell survival was 60 wmin, indieaang that NMDA recep-
tor activation is able 1o trigger irreversibly a number of events. These results suggest that NMDA recep-
tor stimulation during critical periods of granule cell development leads to the activation of a genetic
program that interferes with the process of apoptotic cell death.

Key words: cuitured neurons; trophic action; glutamate, apoptosis. NMDA

IRODUCTION "

sgrammed nevronal death (PND) is o normal event during the development of the nervous system ? that significantly con-
utes 1o the shaping of brain. It has been shown that PND is precisely controlled by extracellulur influences, including
phic factors and other molecules provided by other cells and characterized as an active process regulated by internal pro-
ims,! PND can be recognized from other types of death like necrosis or degenerative death by some merphological and
whemical purumeters that include: nuclear fragmentation and condensation. vacuolization of cytoplasm. cell rounding and
inking, formation of phagosomes. loss of mitchondrial function, DNA frugmentation into nucleosomal-size fragments. ete.?

It has been proposed that classical neurotransmitters are involved in Central Nervous System (CNS) developmient.! In
ro swdies have shown that neuronal stimulation with KCL or N-methyl-D-espartate (NMDA), an agonist of onc of the
tamate receptor subtypes. exerts a trophic action. In cultured cercbellar granule cells, chronic depolarization by potassium
NMDA receptor stimulation promotes cell survival* * This effect is observed only during critical periods of time. i.c. after
7 days in vitro (DIV), corresponding to the time when cercbellar granule cells receive their presynaptic glutamatergic in-
ts from mossy fibers during development, It has been proposed, therefore, that NMDA or K* could mimic these presyriap-
inputs, that could be trophic signals for the survival of the recently innervated cells? In this study we analyzed the pos-
ility that NMDA receptor activation rescues cerebellar granule cells from apoptotic cell death.

ATERIALS AND METHODS

ssociated cell suspensions from the cercbellum of S-day-old rats were plated in dishcs coated with poly-L-lysine
mgmi)* The culture medium contsincd basal Eagle’s medium supplemented with 10 % heat-inactivated fetal calf serum.
ter 2-3 duys i vitro (DIV), cells were weated with NMDA (150 mM) during different periods of time (24-72 h). Then
|l survival and morphology were analyzed. Celt survival was estimated by measuring the reduction of tetrazolium bromide
{TT) to u coloured formazan product that was measured spectrophotometrically at 570 nm.' In some cases, cells were fixed

d processed for EM or incubated with the fluorescent dye Hoechst 33258 and samples were observed in a fluorescenve
Eroscope,

Dr. Julioc Moran. Instituto de Fisiologia Celular Universidad Nacional Auténoma de México Apde. Postal 70-253, México 04510, D.E,
I: {515} 622-5616, Fax: (515) 622-5607.
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Cultured cerebettar granule neurons die after 5-7 DIV, The morphological snalysis of these cells shows shrinking and round-
Mg of the cell body. At EM tevel we could detect the formation of some structures that resemble phagosomes as well as the
agaregation and margination of the chromatin. When cells were stained with the Nuorescent dve Hoechst 33258 we could
delect tragmentation und condensation of chromatin.

The addition of the protein synthesis inhibitor. cycloheximide (CHX. 1 mg/ml), to the medium at 4 or 5 DIV signifi-
cantls ancreased cell survival mensured at 7 DIV by MTT transformanon. The effeet of CHX was more cfficient at
3 DIV and durng short perieds of time (1-12 h) (Tohle 1). The treatment of cultured cells with 150 mM NMDA markedly
reduced cell death when added during different times at 2 and 3 DIV. The shortest period of time of NMDA treatment re-
quired to induce a reduction in cell deally was 1 h (Fig 1). The effect of NMDA was markedly dependent on extracellular
calcium (not shown). The eflect of NMDA could be mimicked by Bay-K 8644 (1010 mM) un activator of the voltage
sensitive caleium channels and. to o lesser extent. by low concentrations (10° mM) of the calcium ionophore A23187.

Table 1
EFFECT OF CYCLOHEXIMIDE ON MTT TRANSFORMATION IN CULTURED CEREBELLAR CELLS

MTT Transtormation
{%% af NAIDA)

Age of” Treatment (DLV)

Condition 4 5

None 14 + 27 . 184 = 27
CHX (1 h) 228 + 33 412 + 6.8
4 h 224 + 60 44.7 + 6.3
{12 h} 324 + 63 307~ 1.3
@24 b) - 9.4 + 5.8
(48-72 ) nd 219+ 19

Cultuzes of dissociated cerehellum trom R-day-old rats were prepared as detailed in Materials and Methods and st the end of the culture period (7
dayx) cell viability was  determined wsing MTT reductivn. Cultures were treated with cvcloheximide (I my/ml) at differemt ages during the indicated
times. Untreated cultures served as controls. Resuits + SEMN] are averages of 4-6 individual cultures and are expressed as 25 of NMDA (100 %).
{-) not performed. nd not detected.
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Fig. I. Eftect of ditferent times of NMDA stimulation on cell survival at 2 and 3 DIV. Preparation of cultures was as detaifed in Materiads and
Methods. Alter 2 or 3 DIV cultures were treated with 150 mM NMDA during the indicated times and cell survival was measured using MTT
reduction a1 7 DIV. Results are means + SEM of 3-5 separated experiments and are expressed as % of controls.
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Discussion

The morphotogical characterisiics of the granulc cells that are in the process of cell death in control conditions stronghy suzgest
that thev are under the process of an apoptotic event. Some of these morphological features include: the presence of phagosomes.
margination. condensation and framentation of the nuclear material and the preservation of the cytoplasmie membrane. In
addition. the lact that cveloheximide promotes cell survival alse suppons this idea ! and suppens the notion of apopiosis as
an active process. Moreover. in agreement with our results, it has been shown in these celis that DNA is (ragmentated into
nucleosomal-size fragments,?

It has been demonstrated previously that both KC] and NMDA can rescue cerchellar granule cells in culturc. ¥ We have
observed that the incubation of these cells with NMDA for at least 1 h is cnough to promote cell survival, ndicating that
NMDA reccpior activation is able to trigger irreversibly a number of evenis related to cell survival. This process could be
initially mediated by a rise in intracellufar calcium as it was shown that this trophic action of NMDA is clearly dependent
on extracetiular caleium. It is interesting to note that, in contrast to developing cells, in mature neurons NMDA exerts a
marked ncusotoxic action. that lends to cell death in a process that requires extracellular caleium.'® All these results suggest
that the stimulation of NMDA receptors during critical periods of granule cell development Jeads to the activation of genctic
programs that could interfere with the process of upoptotic cefl death and that the bipotential trophic and toxic acuon of
NMDA could be mediated by the same intracellular metabolic pathways.
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PAPEL DE LAS PROTEINAS DE ESTRES EN LA SOBREVIVENCIA INDUCIDA

POR NMDA Y K25 EN CULTIVOS DE CGC

Los resultados correspondientes a este apartado se describen y discuten en el articulo
siguiente: ROLE OF HEAT SHOCK PROTEINS IN THE EFFECT OF NMDA AND KCIi
ON CEREBELLAR GRANULE CELLS SURVIVAL

Como ya se comentd, recientemente se ha asociado la induccién de algunos
miembros de la familia de protelnas de estrés {particularmente las HSP-70 y 90) en la
proteccion de cultivos neuronales contra estimulos excitotéxicos. En funcién a estos
resultados, decidimos explorar la posibilidad de que algunas de estas proteinas
pudieran participar activamente en la inhibicidn del proceso de muerte de las CGC en
cultive, inducido por condiciones despolarizantes. Asl, en este trabajo se cuantifict el
efecto de la despolarizacion en los niveles de HSP-70 y HSP-25 y se determind si la
induccion de la expresion de proteinas de estrés, a través de la adicién de ETOH e
incremento en la temperatura de incubacion, es capaz de afectar el procese de
muerte que se observa en cultivos de CGC bajo condiciones despolarizantes.

Los resultados de este trabajo muestran que las condicicnes despolarizantes
disminuyen de manera significativa los niveles de HSP-70, mientras que HSP-25 se
mantiene sin cambios durante el proceso de muerte y en el rescate inducido por
NMDA y KCI. Este resultado sugiere que HSP-70 no esta involucrada en el rescate de
las CGC inducido por condiciones despolarizantes. Sin embargo, no descarta la
participacion de otra u ofras proteinas de estrés en el proceso. Para explorar esta
posibilidad, dos diferentes inductores de [a respuesta a estrés se emplearon para
probar si una sobreexpresién generalizada de estas proteinas es capaz de interferir el
proceso de muerte de las CGC bajo condiciones no despolarizantes. En este sentido,
ni la adicion de ETOH ni un choque térmico son capaces de incrementar la
sobrevivencia de estas células.

En conjunto, estos resultados sugieren que las proteinas de estrés no participan en el
proceso de rescate de las CGC inducido por condiciones despolarizantes y que su
sobre expresidn no es suficiente para inhibir el proceso de muerte que se observa en

ausencia de éstas.
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Role of Heat Shock Proteins in the Effect of NMDA and
KCl on Cerebellar Granule Cells Survival

S. Alavez,' D. Pedroza,! and J. Moran'?

{Accepred October 27, 1993}

Cerebellar granule cells {CGC) die apoptotically after five days in culture (DIV) at physiolog-
ical concentrations of potassium (5 mM; K5). When CGC are depolarized (K25) or treated with
NMDA (150 pM) cell sarvival is increased, CGC changed from K25 to K5 die after 2448 h,
It is known that heat shock protein (HSP) may protect from cell death. Here, we found that cells
in K5 showed an increase in HSP-70 Ievels after 3 DIV. Similarly, in cells changed from K25
to K5, HSP-70 levels were increased afier 6 h. Neither NMDA nor K25 treatment affacted HSP-
70 levels from 2-7 DIV, Ethanol or thermal stress induced HSP-70, but cell survival was not
affected in K5 medium. These results suggest that HSP, particularly HSP-70, are not involved
in the mechanisms by which NMDA and KCl promote cell survival.

KEY WORDS: Neuronal survival; apoptosis; Heat-Shock Proteins; HSP-70; NMDA.

INTRODUCTION

During embryogenesis, a large number of cells are
created as a way to ensure that all of the target cells will
be properly innervated. Cnce the appropriate connec-
tions are established, the redundant neurons are elimi-
nated by a physiclogical mechanism called programmed
cell death {PCD) or apoptosis (1,2). In cerebellum, it has
been proposed that PCD of granule neurons (CGC)
could be controfled through the activation of their
NMDA receptors by glutamate released from mossy
fibers during a critical period of time during develop-
ment (3,4). This presynaptic input could be a trophic sig-
nal not only for inhibiting PCD but also for some events
of the differentiation of CGC during early steps of de-
velopment (5,6). In vitro, NMDA receptor activation or
chronic depolarization by potassium promotes the dif-
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ferentiation and the cell survival of CGC (5,6). These
conditions induce the expression of molecules for the
control of genetic expression (7-9), synaptic receptors
{10,11) and enzymes for the synthesis of neurctransmit-
ter glutamate (1,5,6,12). Under physiological concentra-
tions of potassium (5 mM, K$) in the medium, CGC
undergo cell death after 5 days in vitro (DIV). In con-
trast, when these cells are stimulated with KCI (>25 mM:
K25) or NMDA (150 pM) cell death is markedly de-
layed to 10-12 DIV (3,13,14). Cell death of these neu-
rons shows characteristics of apoptotic death according
to the morphological and biochemical changes observed
(13,14). Similarly, when CGC grown in a K25 medium
are changed to a K5 medium, cells die after 24-36 h
showing characteristics of apoptosis, like nucleosomal
DNA fragmentation and Caspase 3 activation (13,15,16).

Heat Shock Proteins (HSP} are one of the best-
canserved proteins in nature {17). Following heat shock
or other environmental, physiological and pathological
forms of stress, the synthesis of these proteins increases
in a significant manner (17). This kind of response is in-
duced in mammalizn brain by a variety of stresses (18)
like status epilepticus {19,20) and ischemia {21). Many

036431 90/00/0300-03415 1500 © 2030 Plewum Publishing Cofporation
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studies have been focused on one member of the family
of HSPs, the HSP-70. Interestingly, the expression of
these proteins in response to a mild stress has been
shown to be associated with a protective effect against a
subsequent more severe stress. HSP-70 overexpression
by heat shock in neuronal cells in vitro protects cortical
neurons from glutamate neurotoxicity (22) and main-
tains the viability of ATP-deprived cells (23).

In the present work we explored the expression of
HSP-70 and HSP-25 during the process of CGC death
and the role played by these proteins in the protecting
action of NMDA and KCl on CGC survival. We found
a time-dependent increase in the levels of HSP-70, but
not HSP-25, in CGC grown in a KS medium, which cor-
related with cell survivat. NMDA and K25 markedly re-
duced the increase of HSP-70 levels during this period
of time. An induction of HSPs by heat-shock or ethanol,
was ineffective in rescuing CGC from cell death when
maintained in a K5 medium. These results suggest that
although HSP’s could be indirectly involved in the pro-
cess of cell death, they do not seem to play a key role in
the mechanisms carried out during the control of CGC
death/survival in response to trophic influences during
development.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Materials, Fetal calf serum and penicillin/streptomyein were ob-
tained from GIBCO (Grand Island, NY). Poly-L-lysine (molecular
weight >300,000), rypsin, soybean trypsin inhibitor, DNAsa. NMDA
and 3-{4,5-Dimethylthialzol-2-yf)-2,5-diphenyl
(MTT) were obtained from Sigma Chemical Company (St. Louis,
MO). Reagents for sodivm dodecyl sutphate (SDS)-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE), nitrocellulose membranes, enhanced cherm-
luminescence detecting agent for phosph lkali
antibodies and molecular weight markers (kal¢idoscope) were pur-
chased from Bio-Rad Laboratories {Hercules, CA). Monoclonsl
antibody for HSP-72/73 {Cat. 144] 906) and anti-mouse a]knlln:
phospl jugated (was d from Bochri: Mannh
Germmy). monoclona! anti-HSP-25 (Cat. H-0143) wcrc purchased
from Sigma Chemical Company (St, Lowis, MO). All othera chemicals
were of the purest grade available from rgular commercial sources.

Cell Culiures. Cerebellar granule neurons were obtained as
previously described by Mordn and Patel (5,6). Bricfly, the disso-
ciated cell suspensions from the serebellum of 8.day-cld rats were
plated at a density of 265 x 10° cells/cm? in plastic dishes previously
coated with poly-L-lysing (5 pg/ml). The culture medium contained
basal Eagle’s medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf seram, 2 mM glutamine, 50 Uiml penicillin and 50 pg/ml strep-
tomycin. The culture dishes were incubated at 37°C in a humidified
5% CO,/95% air Granule were added with cy-
tosine arabinoside (10 pM) ut approximately 20 h afier seeding.
Granule cells were grown in the presence of 10 mM KCl instead of
% mM to abolish the blockade by Mg?* of NMDA receptor (6). Afier
different DIV, cells were treated with NMDA (15¢ uM) or ETOH
{0.15, 0.6 and 1.2 M) for | h, 3 h or all the time of incubation. Cells
were grawn until 5 DIV, Far the experiment with change of medium.
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granule ¢¢lls were grown in presence of 25 mM of KCI. After 7 DIV,
the medium was replaced for other g 5 mM of KCI without
serum. The enrichment of culturcs in ncurons was determined by im-
munastaining counting using polyclonal antibodics against ncuron-
specific enolase (Dakopans, Carpinteria, CA) as marker for seurons
and against Glial Fibriflar Acidic Protein (GFAP) for glial cells. Cul-
tures contained sbout 95% ncurons from 10tal number of celts znd
from those 90% corresponded to ghitarmnatergic granule cefls. The
remaining 3% neurons represents GABAcrgic non gramule cells (stel-
latc and basked pewrons) as previously demonstrated by relesse and
immunohistockemica] studies (24,25).

Heat Shock and Alcohol Treaiment. Varying amounts of alcohol
were previously diluted in culture medium and then added 10 the cul-
tures 10 obtain the desired alcohol concentration (0.01-1.2 M) For
chronic treatients, appropriate amounts of alcobol were added to the
cultures oncc a day. In short time exposure experiments {13 b), one
dose of alcohol was added to the culturcs. For heat shock experiments,
neurons were heated to 40~-41°C for | b, in a humidificd 5% COx95%
gir atmosphere. Cells were allowed to Tecover for2 h aﬁ:r treatment
and then prepared for i d or d at cptimal
conditions until required for survival assays.

Immunoblor. After differcot times of tcatment, cells were
rinsed twice with phosphate-buffered saline (PBS) at 37°C, resus-
pended and sonicated a1 4°Cina h ization buffer contini
25 mM Tris-HC) {(pH 7.4), 30 mM NaCl, 2% NP.40, 0.2% SDS,
1 mM phenylmethyTsulfony! fluoride (PMSF), 50 pg/ml aprotinin and
10 pg/ml leupeptin. The protcin levels of e¢ll homogenates were de-
termined by the method of Bradford {26). Equal masses of ¢ach pro-
tein sample (40 pg) were run under non reduciog conditions i a one
dimensional 12.5% SDS-PAGE (27) and then electroblotted onlo
PVDF b (Bio-rad Lab ies) at 100 V for § h. Blots were
then blocked with Tris-buffered saline/Tween 20 (TTBS) buffer
(100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20, pH 7.5}
containing 5% non fat dry milk powder for 3 h at 4°C, washed threc
times with TTBS and incubated with the HSP-72/73 primary anti-
body (I pg/ml) overnight. Aﬂ:r ﬁ.mhcr wnshlng the blots were in-

bated with alkaline ph jugated anti-mouse secondary
antibody (1:200) for l b nt room temperature. After washing, the
blots were processed for visualization using the enhanced chemitu-
mir system ding to the manufacturer's recommenda-
tions (Bio-Rad Laboratories) and exposcd to Kodak XAR-S film.
The images were obtained by GEL SCAN program.

MTT Assay. Yellow MTT is converted to the formazan bue
product only by bolically active mitochondria, and the absorbance
is direcily proportional to the number of viable cells {28). MTT
(0.5 mg/mi) was added to the cultures and the cells were incubated |
h at 37°C. Aftcr aspiration of the medium, 800 ul of isopropanot-HCI
(0.2 Nj was used to dissolve the dark purple formazan compound
formed during the incubation. Samples were read st a test wavelength
of 570 nm and a reference wavelength of 630 nm, The data were cal-
culated as the absorbance at 570 nm minus the absorbance at 630 nm
and expressed as percentages of control groups.

Statistical Analysis. Results are expressed as mecan £5EM val-
ues, and statistical significance of the results were detcrmined by
one way analysis of veriance (ANOVA) followed by u Fisher's test.
A valuc of p < 0,05 was considered significant.

RESULTS

NMDA and KClI Increases the Survival of CGC
in Culture. In agreement with previous reports (3,4,
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13,30), when CGC were cultured from 2 DIV in a me-
dium containing 25 mM KCI (K25} or 150 uM NMDA,
cell survival was longer in comparison to neurons main-
tained in a KS medium. During the first 3-4 DIV, no ap-
parent morphotogical differences were observed under
both conditions. However, after § DIV, cell morphology
of neurons grown in a K5 medium displayed character-
istics of apoptosis like cytoplsmic blebbing, vacuoliza-
tion, thinness of neurites and a marked soma shrinkage,
followed by cell death (3,4,13,30). The observed mor-
phological features of CGC showed a correlation with
the cell viability measured by MTT transformation
assay. Fig. | shows that cell survival of CGC cultured
for 7 DIV with 150 uM NMDA eorin a K25 medium was
increased by 75% and 105% as compare to cells grown
in a K5 medium, respectively.

Effect of NMDA, K25, and KCl Deprivation on
HSP-70 Levels. The levels of HSP-70 and HSP-25 were
measured in cells grown in K5, K25 or 150 yM NMDA
during 2-7 DIV (Fig. 2). In control neurons (K5) a con-
stitutive expression of HSP-70 was found from 2 DIV.
In these cells, a band of approximately 72 kD showed a
marked increase with time in culture (Fig. 2A), reach-
ing an increase of 182.1% at 5 DIV and 220.7% at
7 DIV as compared to 2 DIV when measured densito-

150

100

MTT Transformation (% of Control)

[
K& NMBDA K25

Fig. 1. Effect of NMDA and K25 treamment on the survival of ¢ere-
beltar granule neurons. Results are expressed as percent of cantrol
(KS). Bars arc means $+SEM of 3 scparated experiments. The asterisks
indicate a significant differcnce (p < 0.05) from the K5 medium,

metrically {not shown). On the other hand, cells treated
with NMDA or K25 from 2 DIV also showed a consti-
tutive expression of HSP-70, which did not change with
time and was significantly lower than K5 cells after
5 DIV (Fig. 2A). In contrast, neither age in culture nor
NMDA treatment significantly alter the expression of
HSP-25 (Fig. 2C).

When cells cultured for 7 DIV in a K25 medium
were changed to a K5 medium, the levels of HSP-70
were markedly raised by 215% at 6h, 253% at 12h and
203% at 24 h after change of medium (Fig. ) as com-
pare to cells growm in a K25 medium and switched to a
K25 medium. Under these conditions, more than 60% of
CGC die within 2 days with characteristics of apoptosis
{not shown), as previously reported (13,15,16,46).

Effect of ETOH and Thermal Stress on HSP-T0
Levels. When CGC culwred for 2 DIV in a K5 medium
were subjected to stressing conditions like 0.15 mM
ETOQH for 1 h or a thermal stress (41°C by 1 h) a marked
increase of 70% in HSP-70 levels was observed afier
24 h (Fig. 2B). HSP-25 was also increased by ethanol
treatrnent under the same conditions, but this change

A

o 3 4 T 3

Fig. 2. Effcct of NMDA on the levels of HSP-70 and HSP-25 in
CGC. Homogenates from ncurens cultured in KS, K25 or siimulated
with NMDA at 2 DIV were processed for Westomn blot at the indicated
ages as described in methods. Az Left panel shows HSP-70 levels in
CGC grown in K5 or 150 pM NMDA at the indicated times. Right
pancl shows the induction of HSP.T0 after 24 h of treatment with
ethanol (E) (0.15 M; 24 h) or heat shock (HS) (41°C, | h). B: Immp-
noblot of HSP-23 from cclls grown in a K5 medium (=) or stimulated
with 150 pM NMDA, (+) from 2 DIV,
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Fig. 3. Effect of KCI reduction on the levels of HSP-70 in CGC.
Cells arc cultured in & K25 medium for 8 DIV and then replaced by
another containing K5, Homegenates from these cells were obtained
at the indicared times and pr d for Western blot and the Eevels
of HSP-70 were immunodetected 23 described in methods. Control
(C) were cells changed from K25 to 2 K25 medium.

was less marked (20%) than that observed for HSP-70
(not shown).

Effect of Heat Shock and Ethanol on CGC Survival.
To evaluate 2 possible participation of HSP in the sur-
vival of CGC, cultures grown in a K5 medium were ex-
posed to different inducers of cellular stress response,
like heat shock and ethanol, and survival was measured
at 7 DIV. Cell survival did not show any significant
change when cultures were heated to 40°C (Fig. 4A) or
41°C (Fig. 4B) by one hour at 26 DIV. Similarly, when
cells cultured in 8 K25 medium during 7 DIV were
heated at 40 or 41°C for 1h and after 8 h switched to
a K5 medium, CGC survival was not increased after
24-48 h (not shown). On the other hand, cells cultured
in a K5 medium and chronically exposed to ETOH
(0.01-0.075 M) at 2 DIV, did not altered their survival
at 7 DIV (Fig. 5A). Higher ETOH concentrations re-
sulted toxic for CGC chronically treated (Fig. 5A). To
avoid a toxic effect of ETOH, we treated cells for shorter
periods of time {1 and 3 h) and with higher ETOH con-
centrations (0.15-1.2 M), a condition which induce
stress protein expression (29), particularly HSP-70
(Fig. 5). However, under these conditions only 1-h treat-
ment with 0.15 M ethanoi induced a slight increase of
CGC survival (Fig. 5B).

DISCUSSION

There are many examples in a variety of cell types
in which a previous mild stress protects cells against 2
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Fig. 4. Effect of thermal stress on the survival of cerchellar granule
cells, Ccll! were cultured in 2 K5 medium and ¢ell survival was

d as MTT tranaf st 7 DIV as detailed in Methods,
Cultures were heated for | h and then returned to 37°C at the
indicated ages. A: Cclls heated a1 40°C, B: Cells beated at 41°C.
Results are expressed as percent of control (uatreated ceils). Bars
arc means £ SEM of 3 separated experiments.

subsequent more severe stimuli (31). It is well known
that a mild stress is able to induce the expression of
some proteins, which act as chaperonins that contribute
to reduce the adverse conditions that could lead to cell
damage and ultimately cell death (Reviewed in 17).
One of these proteins, HSP-70, can be induced by dif-
ferent stimuli like heat and alcohol (17,29,32). In neu-
rons, heat shock has becn shown to protect against a
subsequent damage by light (33), ischemia (34), gluta-
mate neurotoxicity (22,35) or serum-deprivation (32).
In most of these studies the protecting effect has been
correlated to an increase in the synthesis of members of
the HSP family (35-39). Besides, HSP expression can
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Fig. 5. Effect of ethanol exposure on cerchelbar granule cells survival.
Cells were cultured in 2 KS medium and cell survival was estimated
as MTT transformation at 7 DIV a3 detailed in Methods. A: Chronic
treatment. Different concentrations of ethanol were added 1o the
cultures daily from 2 DIV to 5 DIV and survival was measured at
7 DIV, B: Effect of ncute cthanol treatment, Cells were exposed by
one (empty bars) or three hours (black bars) at the indicated
concentrations of ethanol and then the medium was changed by
fresh medium. The medium in control cells was also changed.
Reaults arc exprossed as percent of control (untreated cclts). Bars
are means £ SEM of 3 separated experiments.

also be related to a severe intracellular damage, proba-
bly as a result of extreme stress conditions, particularly
when this increase appear near in time to cell death.
(38,40,41).

In this study we found a constitutive expression of
HSP-70 and HSP-25 in homogenates from CGC grown
in K5 medium from 2 DIV, a condition leading to apop-
totic ¢ell death. Among the HSP measured, only HSP-

70 levels were increased with time in culture in CGC
maintained in a K5 medivm. This observation was fur-
ther confirmed when we found that the levels of HSP-
70 were also markedly increased in CGC transferred
from a K25 to a K5 medium at 8 DIV. These findings
therefore do not support the idea that HSP-70 could
contribute in the rescue of CGC from apoptotic cell
death and are in agreement with other studies showing
increases in HSP-70 during apoptotic cell death (42,43,
44). The observed increase in the levels of HSP-70 dur-
ing this process could be re resnit of a stressing condi-
tion leading to cell death without any contribution to the
process of apoptosis itself. Alternatively, this increase
could be the result of the participation of HSP70 as an
active component in the machinery of apoptosis de-
signed to contribute to the organization of the cellular
material before and during the process of death. The
early increase in time of HSP-70 (about 3 DIV}, when
no detectable morphological alteration of CGC is ob-
served, rather suppoerts the last possibitity. However fur-
ther experimental evidence is necessary to clarify this
suggestion.

Another observation from this study was that
NMDA and K25 stimulation, which promote cell sur-
vival in CGC, did not modify the expression of HSP-70
nor HSP-25 with time in culture (2-7 DIV). HSP-70
levels were simitar or lower than those observed in K5
cells at all ages studied. Again, these results point out to
the suggestion that HSP-70 is not involved in the pro-
tection of CGC during apoptosis and strongly soppont
the idea that NMDA and KCl are not acting through
HSP-70 to rescue CGC from death. An explanation for
the observed lower HSP-70 levels in NMDA and K25
than in K5 conditions could be that CGC chronically de-
polarized arc healthier and less stressed than those in K5.
It is known that during development chaperonins are re-
quired for the transport, translocation and folding of pro-
teins (17). Thus, the constitutive and constant expression
of HSP-70 observed when these cells are stimulated
with NMDA/K 25 could be the result of the process of
synthesis and organization of proteins as part of the
differentiation induced by NMDA and K25 in CGC.
Others and we have shown that both KCI and NMDA
stimulation not only promote cell survival, but also in-
duce 2 marked process of differentiation in cultered,
This process includes the expression of synaptic recep-
tors, expression and activation of neurotransmitter syn-
thesizing enzymes, among others (1,3,4,12,16,30).

A recent study showed that in neuronal cells, both
HSP-70 and 90 did not protect cells from apoptosis
(37). It is possible then, that other HSPs than HSP-70
could be involved in the rescue of apoptotic cell death.
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However, when apoptotic CGC were subjected to two
different conditions known to increase HSPs, like ther-
mal and ethanol stress, cell survival was not affected.
Thus, other induced HSPs are not probably invelved
in the survival of CGC during this time of development.
These results do not agree with a study carried out in
neurons (32) in which different inducers of HSPs pro-
tected from apoptosis evoked by serum-deprivation.
This discrepancy could be due to the different cell types
studied, but mainly to the signals inducing apoptosis.
This is supported by Buzzard et al {45) who showed
that HSP could protect from apoptosis induced by some
stimuli, but not all of them.

Others and we (16,46) have found an activation of
caspase-3 in CGC cultured in a K5 medium. This pro-
tease is a conspicuous member of the cistein proteases
family involved in apoptosis {16,46,47). Recently, it
has been suggested a relationship between HSP-70 and
caspase-3 in apoptosis (45,48). However, although the
mechanisms responsible for the apoptotic cell death in
CGC by lack of depolarization is similar to others in-
volving similar pathways (i.. caspase-3) no involve-
ment of HSP-70 was found.

In conclusion, we found that during apoptotic cell
death of CGC there is an increase in the levels of HSP-
70 and that NMDA and KCi stimulation do not modify
the expression of HSP-70 during this peried of time.
These results, together with the fact that ethanol or ther-
mal stress do not rescue CGC from death, suggest that
HSP do not participate in the protective action of NMDA
and KCI.
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PAPEL DE BCL.-2, BAX Y CITOCROMO-C EN LA SOBREVIVENCIA DE LAS

CELULAS GRANULARES DE CEREBELO EN CULTIVO

Los resultados correspondientes a este apartado se describen en el manuscrito
siguiente: ROLE OF BCL-2, BAX AND CYTOCHROME-C IN THE SURVIVAL OF

CEREBELLAR GRANULE CELLS

Bcl-2 y Bax son dos de [as principales moléculas involucradas en el control de
muerte apoptética en una gran variedad de tipos celulares, incluyendo el SN,
Recientemente se ha propuesto que la liberacién del citocoromo-¢ al citosol es un
evento importante en este proceso de muerte. El citocromo-¢ forma parte de un
complejo capaz de activar a la caspasa-9, iniciando asi la activacién de una via de
caspasas. En este frabajo se explora el papel de estas moléculas reguladoras del
proceso apoptético en la muerte de las CGC bajo condiciones no despolarizantes y en
la sobrevivencia inducida por NMDA y KCl en estas células.

Los resultados de este trabajo sugieren que Bcl-2 y Bax no participan en el proceso
de muerte inducido por privacién de estimulaciéon despolarizante, pero Bcl-2 podria
participar en el rescate inducido por NMDA y KCI. Las CGC parecen presentar una
regulacitn diferencial del proceso de muerte inducido por la privacién de estimulacion
despolarizante en funcidn al estado de maduracién en cultivo. Asi, las CGC inmaduras
no liberan citocromo-¢ ni presentan un incremento significativo de caspasa-9; mientras
que las CGC consideradas maduras, liberan un pequena fraccidn de citocromo-c que
puede asociarse a un incremento en la actividad de caspasa-9. En ambos casos,
existe una clara actividad de caspasa-3 asociada al proceso de muerte. La actividad

de esta caspasa puede ser inhibida por la NMDA y KCl en CGC inmaduras.
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ROLE OF BCL-2, BAX AND CYTOCHROME-C IN THE SURVIVAL OF
CEREBELILAR GRANULE CELLS

Alavez §., Pedroza D. and Morin J.
Institute of Cell Physiology, National University of Mexico, Mexico City, Mexico

ABSTRACT

Cercbellar granule cells (CGC) cultured under 5SmM KCl (K5) undergo apoptosis aftcr 5 days ia vitro (DIV), CGC death is
reduced by cheonic treatment with 25 mM KCL (K25) or NMDA. Also, when CGC cultured for 6-8 DIV in K25 are
transferred to a K5 medium, cells die apoptotically. On the other hand, Bel-2 and Bel-xL protect ncurens from apoptosis,
while Bax and Bel-x$ may act as proapototic proteins. It is suggested that these members of the Bel-2 family may be
involved in the control of cytochrome-c release to the cytosol. Cytochrome-c is able to form 2 complex with other protcins
to activate 2 cascade of proteases. In this work, we found that Bcl-2 levels in K5 cells did not show any change during 27
days in vitre (DIV); but cells grown with NMDA and K25 displayed an increase (35% approzimarcly) of Bel-2 from 4 DIV,
as compared to control. Bax levels showed a clear tendency to increase with age in control cells and NMDA /K25 induced 2
reduction of approximately 10% in Bax levels from 4 DEV. On the other hand, in cells maintained in K25 during 7 DIV and
then switched to a K5 medium, the levels of Bax showed an unexpected and consistent deccease (30% after 8 h). Under
these conditions the Bel-2 levels did not show any significant change after 24 h. Cytochrome ¢ levels were unaffected under
K5, NMDA and K25. Just 2 marginal increase, at 6 h after switching, was detected in the cytosol. We also found that
caspase-9 is only activated under K25-deprivation but caspase-3 is involved in both experimental protocols. These results
suggest that Ba-2 and Bax are involved in CGC death induced by K5. These proteins could regulate this process in a
different manner depending on the experimental paradigm.

Running title: Role of Bal-2, Bax and cytochrome ¢ in cercbellar granule neurons survival

INTRODUCTION
It has been suggested that during development, once the
approprate T 1 i lons arc leted, the

redundant are eliminated by an & ic program of
cell death called apoptosis (Oppenhaim, 1993). Apoprosis can
be reoognized from other types of deuth Bre necrosis by some
morphological and  biochemical pamameters that inchde: cell
rounding and ghrinking, formtion of epoptotic bodics, nuclear
condensation, DNA  fragmentation into  nudcosoral-size
feagments, loss of mitochondrial fanction, translocation of
phosphatidylserine, etc. (Kere and Harmon, 1993; Nihawan ctal,
2000). A large variety of molecules aze involved in apoptosis by
acting #s antiapoptotic ar prozpoptotic elements. It has been
proposed that the initiation and execution phases of apopiosis
are controlled by 2 sequential cascade of activation of eysteine
protesscs tenmed caspases that dleave substrates after specific
aspartic acid residues. The family of caspases includes caspase-3
and -9, which sct as effector and iniHator proteases during
apoptosiz, respectively (Femandes-Ataeme, et a1, 1994; Martin
2nd Green, 1995; Tewari et al, 1995; Posmantur et al,, 1997). It
has been suggested that cytochrome ¢ {cytc) released to cytasol
interacs with Apaf-l and ATP forming a complex in
mitochondria that activates caspase-9, which in tum sctivates
other caspases ke caspase-3. On the other hand, B2 has bern
implicated in the control of spoptosis under several pathological
and physiclogie conditions, ncluding development {eeviewed in
Adams and Cory, 1998). Bel-2 is a emall protein with a molecular
weight of 25 kDa and is locaized in the mitochondria,
endoplasmic reticulum and nucleus. The overexpression of Bd-2
decreases apoptotic death in a number of cell types including
myeloid cells, lymphocytes (reviewed in Chao and Komsmcyer,
1998) and neurons (Garcia et al,, 1992 Allsapp ctal, 1993).
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The mechanism of neuroprotection of this protein i sl unclear
but it is suggested that Bd-2 could reduce apoptosis by blockade
of cyt-c release (Khuck et al, 1997; Yang ot af,, 1997)-

Chher proteins of the Bd-2 family with proupopotic zction
include Bax, BokxS, BAD and Bak. It hast been shown thar Bax
translocate to mitochondria and undergo  conformational
changes wpon several apoprotic stimuli (Waolter et al, 1997),
Furthermore, recombimant Bax can elicit cytc release from
mitochondsia in intct cells (Krjowski et al, 1993). Tt is
sugpested that Bel-2 ean form a heterodimer with Bax blockimg
its proapoptotic action. So, the ratio Bd-2/Bax may detervming
if the cell survives or dies following an apoptotic strmuus
{Olravi et al,, 1993).

When cerebellar granule cells (CGC) are cubtured
chronically under physiological concentrations of potastium (5
mM; K5) for more than 5 days fn s (DIV), cells die with
biochemical and morphological features of apoptosis (T 'Mello
et #, 1993 Morin et a1, 1996). It has been shown thar the
survival and differentiation of these eclls in culture 18 markedly
increased in the presence of high concentrations of potassium
(25 mM KCl; K25) or agonaxte of glutamatergic receptors like
NMDA (Gallo ct ul, 1987 Balizs et al, 19882; Morin and
Patel, 19892,b). On the other hand, when CGC culrured in K25
during 6-B DIV arc transferred to 3 strum-free medium
containing K5 most cclls dic after 24-48 h, CGC death induced
by K5 shows characteristics of apoptosis, including DNA
condensation and caspase-3 activation (D'Mcllo et ol, 1993
Galli ct al, 1995 Schulz ct al., 1996; Amstrong et al, 1997
Morin et al., 1999, Valencta and Mogin, 2001). It has been
proposed that the action of NMDA in culture could mimic the
glutamatergic innervation that CGC receives sn rire from mossy
fibers by 12 postatal day (P12) (Balizs ex al,, 1988L).

In this study we analyzed the possibility that NMDA
and K25 stimulation reseues CGC cultured chronically i K5
from apoptotic ccll death by regubating the expression or
relocalization of bel-2 and/or bax. We also explored the role of
cyt-c release in the apoptotic death of CGC induced by K5. To
assess this, we cvaluated the levels of Bel-2 and Bax in cells
chronically treated with K5, K25 and NMDA (150 pb). The



activity of caspase-3 and 9 as well a8 the levels of mitochondriat
and cytosolic cyt-c were also amlyzed under these conditions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials

Feral call serum and penicilling/srepromycin were
obtained from GIBCO (Grand Island, NY). Poly-L- lysine
(molecular weight >300,000), typsin, soybean trypsin inhibitor,
DNAsa, NMDA and 3-{4, 5-Dimethylthialzol2-y]-2, 5
diphenyltetrazolium bromide (MTT) were obtained from Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO) Reagens for gel
electrophoresis  (SDS.PAGE), nitrocellidose  meml 3
chemiluminescence kit for  phosph alkaline-conjugzted
antibodics and molecular weight markers were purchased from
Bio-Rad Labonatories (Hercules, CA). Palyclonal antibody for
Bek-2, Bax and and-mouse alkaline phospl jugated
were obtained from Santa Cnaz (Santa Cruz, CA}. Polyclonal
antibody agamnst horse cytochrome-¢ was a generous gift from
Dr, Dicgo Gonzalez (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM,
Mexico). All others chemnicals were of the purest grade avastable
from repular commersial sources.

Cell Cultures

Cerebellar  granule neurons were  obtamed a5
previously described by Morin and Patel (19894,b). Briefly, the
dissociated cell suspensions from the cerebellum of 8-day-eld
rats were plated at 2 density of 265 X 10 cells/em? in plastic
dishes previously coated with poly-L-lysine (5 pg/ml). The
culture mediun contained basal Eagle’s medium supplermented
with 10 % heat-inactivated fetal calf serum, 2 mM ghatanine,
50 U/m! penicillin and 50 pg/ml streptomycin, The culture
dishes were incubated at 37 °C in & humidified 5 % CO2/95 %
air atmosphere. Granule neurons were added with cytosine
anbinoside (10 uM) at approximately 20 h after secding
Grnule cclls were grown in the presence of 10 mM KO
instead of 5 mM to sbolish the blockade by Mg?* of NMDA
receptor (Modin y Patel, 1989b). After 2 DIV, cclls were
teated with NMDA (150 uM) for 1.5 daps. For the
experiments with change of medium, granule cells were grown
in presence of 25 mM of KCL After 8 DIV, the medium was
replaced with a serum-free medium containing 5 mM KCl The
corichment of culmres in ncurons was decermined by
immunostaining counting using polyclonal antbodies against
neuron-specific enotase {Dakoparts, Carpinteria, CA) as marker
for neurons and against Glial Fibrillar Acidic Protein (GFAF}
for glial cells. Cultures contained about 95 % neurons from
total number of cells and from those %0 % comresponded to
plutmatergic granle cells. The remaming 5 % neurons
represents GABAergic non-granule cells (stellate and basked
ncurons) as  peeviously  demonstrated by release  and
immunchistochermical studies (Aloisi et ol, 1985; Gallo et al,
1986).

Immunoblot

At diffcrent times after treatment, cells were rinsed
wwice with phosphate-buffered saline (PBS) at 37 °C,
resuspended and gonicated in 1 homogenization buffer
containing 25 M Tris-HCI (pH 7.4), 50 mM NaC3, 2 % NP-
40, 0.2 % SDS, 1 mM phenylmethylsulfonyl Auoride (PMSF),
10 pg/ml pepstatin, 50 pg/ml sprodnm and 10 pg/ml
leupeptin at 4°C. The protein levels were determined by the
method of Bradford (1976). Cell homogenates (40 pg protein
per lanc) were mun under non-reducing conditions in 2 one
dimensional 17 % SDS-PAGE (Laemmli, 1970) and then
electroblotted onto PVDF membranes (Bio-Rad Laboratories)
2t 100 V for 1 h Blots were then blocked with Tris-buffercd
saline/Tween 20 (T'TBS) buffer (100 mM Tris-HCL, 150 mM
NaCl, and 0.1 % Tween 20, pH 7.5) containing 5 % non fat dry
milk powder for 3 h at 4 °C, washed three times with TTBS
and incubated with the Bd-2, Bax (1 pg/ml) or cyrochrome-¢

{1:250) polyclonal antibodies overnight. After further washing,
the blots were indubated with alfkaline phosphatase-¢orjugated
goat anu-rabbit IgG secondary antibady (1:1000) for 1 b at
room temperature, After further washing, the blot werc
processed  for  visuabzaion  using  the enhanced
chemilumincscense system according to the manufacturer’s
recommendations (Bio-Labs, Iac) and exposed to Kodak
XAR-5 film, [n some cases PVDF blots were completely
stripped of the primary and secondary antbodics using 2
procedure described by Bio-labs. Briefly, blots were immerscd
in stripping buffer (100 mM 2-mercaptoethanol, 20% sodium
dodecylsulphate, 62.5 oM Tris=HC, 7.4) for 3) minutes ac 50
°C. Following a series of rinses, some blots were re-probed
with a different antibody using the method deseribed above.
This procedure allowed for the direet comparison of the
expression of more than one protein in the same sample se
‘The images obtained were quantified by Inage-] progrin.

CGC fractionation

At indicated times, cells were homogenized in 400
wl of fractionation buffer containing 0.3 M mannitol, 5 mM 3
[N-Morpholinojpropancsulphonic agid (MOPS), 1 mM EGTA,
4 mM KH:PO4 added with protease inhibitocs (1 mM PMSF,
10 pg/ml pepstatin, 50 pp/ml aprotinin and 10 pg/ml
leupeptin at 4 °C. After a brief sonication hamogenates were
centrifuged at 650 X g for 10 minutes at 4 *C and the resultant
supematant centofuged at 10 000 X g at 4 °C for 45 minutes to
sediment the mitochondsia, The pellet was cesuspended in 100
4l of fractionation buffer and the supematant were centrifuged
at 100 X g for 45 minutes at 4 °C. The supematant is the
cytosolic fraction

MTT assay

MTT is converted to the blue formazan product
only by metzbolically active mitochondria, and the absorbarics
is directly proportiomal to the namber of viable cells (Mossmam,
1983). MTT (0.5 mg/ml) was added to the cultures and the
cells were incubated 1 hoat 37 °C, After aspiration of the
medium, 1 ml of dimethyl sulfoxide (DMSC) was used to
solubilize the dack purple formazan cempound formed during
the incubation. Samples were read at a test wavelength of 570
nm and 4 reference wavelength of 630 nm. The duta were
calculated as the absorbance at 570 nm minus the absorbance
at 630 nm and expressed as percentages of those control
groups. Mitochondrial sctivity was tested 2t 7 DIV in che
majority of the whole experiments.

Caspasc-9 and caspase-3 activities

CGC  were washed with PBS and  then
homogenized in lysis buffer. The homogenates were diluted 1:1
(vol/vol) with glycerol and stored at —70 °C. Caspase sctivities
were assayed by a fluorometsic method (Thomberry, 1994) in2
luminescence  spectrometer  (Spectronic Instruments,  SLM
Aminco-Bowman, Rochester, NY) using the tetrupeptides
acetyl-Leu-Glu-His- Asp-{1 (4-methylcourmaryl —7-amide) (Ac-
LEHD-AMQ and acetyk-Asp-Glu-Vak A0 (4
methyicoumaryl ~7-amide) {(Ac-DEVD-AMC) s substrates to
detect caspasc-9 and caspase-3, respectively. The reactions were
followed by 15 min after addition of substrate (25 pM) and cell
homogenate (30 mg/ml) in 2 standard solution of 100 mM N-
[2-Hydroxycthyljpiperazine-Ni"-[2-cthanesulfonic acid|
(HEPES), 10 % {wi/vol) mwcrose, 0.1 % (wt/va) 3-[{3-
cholamidopropyl)  dimcthyhammonio]-1-propane  sulphonate
(CHAPS), 10 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM
cthylenedarminetctraacetic acid (EDTA), 1 mM PMFS, 2
g/l apratinin, 1 pg/ml pepstatin and 5 pg/ml loupeptin.

Statistical analysis
Results arc expressed 2s mean + SEM values, and statistical
significance of the results was determined by ane way analysis



of variance (ANOV A) followed by a Fisher’s test, A valuc of p
<0.05 was considered significant.

RESULTS
Effect of NMDA, K25 and K25 deprivation on the
survival of CGC in culture

CGC obuined from 8-day-old rats were cultured in
2 meditm containing KCl 10 mM (K10), K10 plus NMDA 150
pM or KCl 25 mM (K25). No apparent morphologeal
differences were detected under any of these conditions during
the first 72h. After 4 DIV most of CGC grown in the presence
of NMDA or K25 showed a large proportion of soma
aggregates interconnected by thick neurites. After 5-7 DIV, in
agreement with previous observations (Balizs et al, 1988ab;
Gallo e aL 198’1), com:ol cells (K10} exhibited a
morphol ! n  charactetized by thinness of
necurites, c:l.l detachment znd neuronal death. In contrast,
cultures treated with NMDA or K25 remained healthy for
more than § DIV. The effecc of NMDA and K25 on the
viability of CGC was evaluated as MT1 transformation (Fig,
1A). NMDA or K25 treatment showed an optimal effect on
CGC survival at 2 DIV, when cell viability was muintained
approximately 100 % aver control celis (K10}

MTT Toptarratan (% af Corsral)

Fig L Effect of NMDA aad K25 and K25 deprivation on the CGC
survival, Cerbellsr gnnue newons wer 1 described n
Methods. [n A cells were cultured in 10 md KO and afier 2 DIV
cultures were teated with 150 pM NMDA or 25 mM K( snd el
survival was evaheated 8t 7 DIV a5 MTT trans{omation 29 described in
Methods. Results ame expressed a3 the percennage of ocfl grown 2 K12
medium Lo B, neurons were oddnired with 25 mM KQ foc 7 DIV and
dlcnnwdnmwr:pbm:lbyllmm-lm nndammnmmgimM
KO snd MTT fi d at the mdi s,
Rcmlumexpmudnthepemugcofuﬂsmmhpdmﬂ(ziutum
free medium. Bars ate means of 4 seperated experiments + SEM. The
asterisks indicate a significant difference from the controt.

When cells cultured with K25 for 8 DIV were
transferred to a K5 serum-free (KS), cells dic after 12-48 b (Fig.
iB). As it has been extensively documented (I'Mello ot al,

1993; Galli et al, 1995 Schulz et al,, 1996, Amstrong ct dl,
1997, Morin et al, 1999; Valenciz and Morin, 2001) the
observed CGC death shows morphological characteristics of
apoptosis (not shown). Figure 1B shows that K25 deprivation
of CGC induces a reduction of approximately 55 % and 75 %
of MTT transformation after 24 and 48 h, respectively.

Effect of NMDA and K25 stimulation on the Bcl-2
and Bax levcls.

To explore the possible participation of Bcl-2 and
Bax in the survival of CGC induced by depolarizing conditions,
the fevels of these proteins were measured by immunoblot in
homogenates of cell cultures of 2-8 DIV which were treated
with NMDA, K25 or K10 at 2 DIV{ Fig. 2A). The presence of
Bdl-2 was confimmed in contral neurons by detecting a band of
approximate 29 kDa with a polyclonal antibody {for Bd-2 The
29 kDa band did not show any apprecisble chunge in
homogenates from cultures of 2, 4, 6 or 8 DIV (Fig. 2A, upper
panel). On the other hand, cells treated with 150 OM NMDA
showed an increase in Bel-2 levels from 4 to 8 DIV, reachinga
platcau (55 %) at 6 DIV as eompared to control cells (Fig. 24,

upper pancl).

Bax was also detected by immuneblet in CGC and
showed relatively higher levels in control cells a1 2 DIV, which
declined with Bme in calture vnnl 8 DIV (Fig 2A, lower
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Fig. 2. Effect of NMDA and K25 on the Bcl-2 and Bax kewtls in
CGC cufrures, Cerchellar grimie acutors were xt described in
Methodh. [n A cefls were cultured i 10 mM KQ (C) and 2fter 2 DIV
mlmuwmlrumd-id:lSOpMNMDA(N) and cultums e
d st the & d DIV tw i ch Bd-2 and Bax »
dnch‘b:dmm:dmd: In B, ncurons werr culrueed with 25 mM KO for
7 DIV and then medium was replaced by a serum-fiee  medium
containing 5 mM KCl and ccfls were prosessed o immunodetect Bd 2
and Bax at the indicate times after K5 224 h). R
blots of 3 different experiments are shown in A and B. ©) Densicometric
analysis of inmwmoblots from homogonates of cells treated chronicaly
with NMDA (C} or transferred to K5 (D} wom exprssedt as Bol-2/Bax
ratia.




panel). NMDA trearment did not modificd significandy this
rendency at the times tested (2, 4, 6 and 8 D1V} (Fig. 24, lower
panel). Sirmilar results for Bel-2 and Bax levels were obrained
when cells were treated with K25 (not shown).

In order 10 correlate the levels of Bel2 and Bax
with cell death we calculated the Bel-2/Bax ratio at different
tmes in culture under different experimental condinons
(Figure 2C). The Bel-2/Bax matio was similar at 2-4 DIV in
control cells. In contrast, this ratio is marckedly increased by
NMDA treatment by about 80 % over control ar 8 DIV (Fig.
20).

Effect of K25 deprivation on the levels of Bcl-2 and
Bax,

‘The expression of Bcl-2 and Bax was also srudied
by Western blot analysis in CGC cultused for 8 DIV in a K25
medium and then transferred to a K5 medium Under these
conditions Bel-2 levels did not show significant changes at any
time after switching (Fig. 2B, upper panel}. On the other hand,
Bax levels were gradually diminished with ame after treatment
with a K5 medium. Bax levels reduction was more pronounced
after 6 h reaching 2 maximal decrease at 12 and 24 h as
compared to control cells (Fig. 2B, lower pancl). The observed
Bax reduction i these cells was responsible of the increase in
the Bel-2/Bax ratio thar shows a clear rendency to increase by
40 % 2t 12 and 24 h after swicching (Fig 2D).
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Fig, 3. Effect of K25 deptivation on the relocalizanon of Bel-2 and Bax.
Subceltular Fractons of b T of CGC cultured i K25 for 7 DIV
and switched to a K5 medram were processed to immunodetect Bol-2
{A) and Bax (B) ac the indicated times. Represcntative blots of 3
different experiments are shown. FM, mitochondnal fracnon; FC,
¢ytaaokic fraction.

We exploced the possibibty of a redistribution
rather than a change in the levels of Bel2 and/or Bax in
response to K25 deprivation, as it has been previously eeported
in other preparations (Wolter et al., 1997), Subcethlar fractioms
of CGC grown in K25 for 7 DIV and then switched 1o 2 K5
medium were processed to detect the Bel-2 and Bax levels by
immunoblot analysis. Figure 3A shows that Bel-2 is basically
located in. the mitochondrial fraction (MF) and that the protan
docs not scom ko redistribute to cytosel with me aftee K5
treatment, On the other hand, Bax (Fig. 3B) was detected in
both the mitochondrizl and eytasolic fractions. [n contrast 0
what we found for the total protem, uwsing the fractionation
procedute we detected a sccond band of higher melecular
weight that could correspond to 4 modificd form of Bax (Fig.
38). We found that only a small fraction of both bands was

reduced in the mitocendtial fracuon from 6 h concomitansly 1o
a srmll tendence ta inceease in the cytosolic fraction. Although
this could suggest a possible release of Bax from mitochondna
to cyinsol in fesponse to K5 it seemns not encugh to explain the
reduction in the total levels of the protein.

Effect of NMDA, K25 and K25 deprivation on cyt-c
mitochondrial release

‘The participation of cyt-c in the apoptotic death of
CGC was explored by measuang by immunoblot the levels of
this protein in subcetlular fractions of cells cultured chronically
in K10 or cultured in K25 and transferred to K5. Figure 44
shows the presence of cyt-c in cells cultured in K10 for 3-7
DIV. A band of 17 kI?a corresponding te cyt-c was detected in
the cytosalic fraction. Cytosolic cyt-c was always less abundam
than the cyt-c present in the mitochondrial fraction (Fig. 4A).
The Jevels of eyt-¢ did not show any change as compare with
NMDA in both the CF and MF with time in culture {Fig. 4A,
upper pancl). Similar results were observed when subcellula
fractions were obtuned from cells culmred with K10 plus 150
1M NMI2A for 3-7 DIV (Fig 44, lower panel). On the other
hand, when CGC were cultured with K25 for 7 DIV and thea
tzransferred to K5, the levels of cyt-c in the CF and M¥ did not
change markedly (Fig. 4B) although a small increase of cyt-c
was observed in CF after 6 h concomitantly to a slight deerease
of cyt-c in MF.
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Fig. 4. Effcct of NMDA, K25 and K25 deprivation on the relocalization
of oyt in CGC adures. A) Subcellular fractions from CGC cultured in
K10 (€ and K16 plus NMDA weee processed at the indicated days in
culture o immunodetece cpic as described in methods. B) Subeellular
fractions from homaog of CGC depoval of K25 were p d at
the ndicated howes after swaching 10 simmunodeteet cyt-c. Inset
Subeclular frctions nbtained from CGC grown m K25 for 7D1V aod
then added with staurasporine (015 uM) were peocessed at () ((Jand 4 h
after treatmoent o s i cyt-c. Rep ve blote af 3
different expenments ane shown. FM, mutochendoal fracnon; FC,
cytosohe fractom,




To test the abikty of cytc to be released from
mitechondria in this preparation we incubated the MF in the
presence of digitonin (0.5%) and 100M EGTA and we found
that almost %% of cyt-c present in this fraction was relrased to
the soluble fraction (not shown). Besides, o significant release
of mitochondrial cyt-c to the FC was observed in CGC treated
for 8 h with 0.5 pM staurosperine (Fig.4, inset), which has been
previously shown to induce cyt-¢ relesse in this (unpublished
results) and other preparations (Kluck et al, 1997).

Effect of NMDA, K25 and K25 deprivation on the
activity of caspases

The activity of caspase-? and caspase-3 was
measured fuodmetrically by using two substrates, IETD-AMC
and DEVD-AMC, which are cleaved preferently for caspase- 9
and 3, respectively. Figure 5A shows that a basal acavity of
caspase-9 was detected in homogenates from CGC grown in
K10 and that this activity was nat significantly diffecent during
the time in culture (2-8 DIV). The activity of caspase-9 was not
modified by NMDA or K25 (Fig. 5A). Under these conditions,
the activity of caspase-3 in homogenates from cells grown in
K10 was increased almost three times at 4 DIV and this
increase was sustained until 6 DIV when the activity of the
caspasc was decreased (Fig. 5B). The treatment of CGC with
NMDA and K25 markedly abolished this ingrease. However,
under these depolarizing conditions, a litle mcrease at § DIV
was detected. As previously shown (Gebarde er al, 2001),
when ¢clls grown in K25 were swinched to 2 K5 medium, the
activity of caspase-8 was increased about twice after 6h (Fig
5C). Similasly, it was observed an increasc in the activity of
caspase-3 in this preparation after B-12 h (Fig 5D} in
agreement to previous studies in this preparation (Armstrong et
al,, 1997; Morén et al., 1999).
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Fig. 5 Effect of NMDA, K25 znd K25 deprivation on the activity of
caspase.¥ and caspased in CGC oudturea. Homogenates from CGC
gown in K10, K10 phus NMDA and K25 were processed at the
indicated day in culture 1o test caspase-9 (A) and caspase-3 (B). Results
wre expreased a3 mean 1 SEM of 3.5 axperiments. Values are means of 4
scpanated cxperiments + SEM. The aseerisky indicate » sigruficant
difference from the control Homogrmates from CGC deprived of K25
were processed 1t the indicated tines = culture (0 trss caspase-2 (C) and
caspase-3 (D). Results are expressed as mean SEM of 3-5 experiments.
Baos ame means of 4 scparsted experiments + SEM. The asterisks
indicate a ngnificant difference from the control

DISCUSSION

Cerebellar granule cells suffer an apoptotic process
when they are grown in K5 during 7 DIV (D "Mello ct al, 1996,
Morin et al, 1996). If these cclls arc chronically eultured with
NMDA (150 pM) or under depolinzing conditions ke K25
the survival of the cultures is markedly increased (Balizy et al,
19882,b; Gallo et al, 1987). On the other hand, when CGC
grown in K25 for more than 5-6 DIV are transferred to 2 K5
medium, cells die apoptotically 24-48 b later (D 'Mello et al,
1993; Galli et al., 1995; Schulz et al.,, 1996; Mordn et al,, 1999).
Here, we confirmed these results and we studied the
involvernent of Bcl-2 and Bax- in the apoptotic death of CGC
induced by these conditions,

A large body of cvidence suggest that Bel-2 and Bax
participate in apoptosis in different models however, limited
information exists about the role of these proteins in the
apoptotic death of CGC induced by K deprivation and
whether they are regulated by NMDA or K25 treatment. We
found 2 constitutive expression of Bel-2 and Bax in CGC from
2 DIV. When these cells were cultured in a KS madium, 2
condition leading to cell death, Bel-2 levels were wmffected
while Bax levels slightly decreased with tme in culture. These
revults may suggest that Bax and Bel-2 could not be directy
involved in the regulation of the process of cell death observed
in CGC under non-depolinzing conditions. In  other
preparations it has been proposed that the Bel-2/Bax ratio could
determine if cells survive or die after en apoptotic stmaths (Oltan
et al, 1993; Yin ctal, 1994). In contrast to these results, NMDA
or K25 treatment, two conditions that rescue CGC from death,
lead to a significant increase in Bel-2 levels together with 1
decrease in Bax levels. The caleulawed Bd-2/Bax mtio is
significantly increased when cells are treated with NMDA or K25,
Semilarly, when neurons were deprived of depolarizing cenditions
after 7-day with K25, the levels of Bel-2 showed 4 gmall increase
concomitantly to a marked decrease in the lovels of Bax. Thus,
during CGC death induced by chronic or acute treatments
there is occurs a decreage in Bax levels without a significant
modification of Bel-2 Different possibilities could explain the
lack of correlation between the levels of both proteins and cell
death. One passibility is 2 post-translational regulation of Bei2
and/or Bax that could be involved in the regulation of the
intcraction of these proteins. Recendy, Glochmann and co-
workers (1998) did not find any modification in the mRNA
cxpression of several members of the Bel2 family in cells
subjected to potassium deprivation. Anather possibiliry is that
CGC el desth could be determined by a mitochondrial
redocalization of Bax from cytosol in responsc 10 an apoptotic
stirnuhis, as it has been recently proposed (Wolter ex al, 1997,
Gross ¢t al., 1998). However, under our condiions we could
not deteet any redistiibution of both Bek-2 and Bax in CGC
subject to a deprivation of depolarizing conditions (Fig.3). A
plausible possibility is that rather than a change in the levels or
redistribution of these proteins, a change in the relationship
with themselves and other proteins is occurning. Finally, the
unexpected diminution in Bax levels under deprivation of
depolarizing conditions it could be the result of proteases
activation {¢. g., calpzin) associated with advanced evenu of cell
death process. Thus, Bax and Bel-2 could be acting in the death
process by interacting as homo or heterodimers. Tt hzs been
proposed that Bax is able to form homodimers ot heterodimers
with other members of the Bel-2 family and elicit alterations in
the mitochondrial homeostasis {Yin ct al., 1994; Sedlack et al,
1995; Yang et al., 1998).

The difference abserved in the protein levels of Bel-
2 and Bax in CGC chronically treated with K5 from those
cultured in K25 and transfemred to K5 could be exphined in
rerms of cell maturation. It has been shown thar K25 and
NMDA stimulation promotes ccll differentiation (Balizs ct al,
19882 b; Morin et al, 198%9ab; Alavez ct al, 1996), inducing
the expression of NMDA and GABA receptors, c-fos, POU
domain, TRE- and CRE-binding activity, etc. (Grayson ct al,



1990; Balizs, 1992 Didier et al, 1992 Sakuray et al, 1992
Bulicit et al, 1994). This idea is in agreement with previous
reports showing 2 differential response of “mature” and
“immamre” CGC  to  treatments with cytokines and
neurctrophines (De Luca, 1996).

One of the consequences of the mitochondrial
alterations during the spoptotic death is the release of cyt-c to
the cytosol (reviewed in Reed, 1997; Cai ct al, 1998). It has
been proposed that the released cyt-¢ forms 2 complex with
Apaf-1 and ATP, which activates caspase-9 (Zou etal, 1997) that
in twm activates other exeoutioner caspases bike caspase-3 (Liv of
al, 1996). An interesting observation of the prosent study was
that no mitochondrial release of cyt-c was detected in CGC
grown chronically in K5 (Fag, 4A). In cells grown in K25 and
transferred 1o KS, we obscrved a reduction of cyt-c levels from
mitochondsial fraction at eardy times simultancously to a small
increase in the cytosolic fraction. This result, however contrast
with the observed effect of staurosporine that induces
apoptosis in CGC as K5 doss but induces an appreciable
release of cye-C (Fig. 4, inset). These results strongly suggest
that apoptosis in “immature” CGC chronically treated with K5
is not mediated by eyt-c. Recent studics (Chauhan et al,, 1997,
Li et al, 1997; Tang ct al, 1998; Adachi et al,, 1998) suggest 2
cyt-c dependent and independent death that is determined by
the cell type and the inductor of apoptosia. Cur results about
cyt-c are in agreement with the observed lack of activity of
caspase-9 in CGC chron grown in K5. Although no
cxplanation for the ohserved basal actvity of caspase-9 i K10
cells exist, we could speculate that it could be due to unspedfic
processisng of the exogenous peptide an/or 1o caspasc
activation i other ecll ke astrocytes, Whatever the explanation
is, it can be conchaded that it i not relaed o the observed
death in CGC beeause it was not markedly modulzted with
time in oulture and, more importantly, i was not modified by
NMIDIA ot K25 treatmant In contrast, the activity of caspase-9
was incressed in CGC tanaferred from K25 o K5 in
acordance to the observed release of cyt-c. Under both
conditions the process involved the activation of caspasc-3 , 25
it was previously shown for the switching model (D "Mello et
al, 1993; Gall et al., 1995; Morin et al,, 1999).

In conclusion, the events tnggered by non-
depalarizing conditions to induce apoptosis m CGC, depends
of the Hme in culturc. We have seen thae, under non-
depaolarizing conditions, CGC culturcs show 3 down-regulation
of Bax. We have also scen that the spoptotic process in
immature™ CGC is independent of eytochrome ¢ selease and
this result is supported by the lack of caspase-9 activation
suggesting the participation of other initistor caspases to
activate caspase-3. On the other hand, in "marure” CGC the
regutation of Bel-2/Bax scems not to b eelated to the control
of apoptosis in these cclls. Also, the apoptotic process in
"mature” CGC scems independent on ¢ytochrome ¢ release,
Howevey, it is not clear if this smal) inceease is sufficient to the
caspase-9 activation detocted n "marure” neurons under
deprivation of depolanizing conditions. Finally, the apoptotic
process observed in “ranure”™ and "immaruee” CGC involved
the activation of caspase-3. It is possible that the degree of
maturation of CGC could be aitical to regulate the
mechanisms responsible for the apoptotic death of cultured
CGC.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported m part by PADEP-
UNAM (030501; SA} and grants from PAPHT-UNAM
(IN203400; JM) and Conacyt (25521N; JM). SA was supperted
by a DGAPA-UNAM scholarship. The authors thank the
excellent technical assistance of Ms. Guadalupe Dominguez,,
Miss Andrea Caballero, and Miss Miriam Vizquez.

REFERENCES

Adachi, S, Goutheb, R.A., Babior, B.M.,, 1998, Lack of rckase of
cytochrome ¢ feom miitochondria into cytosol cardy in the course
of Fas-mediared apoptosis of Jurkat cclls. Journal of Biclogical
Chemustry 273, 19892.19894.

Adarms, ). M., Cory, 5., 2001, Life-or-death decisions by the Bdl-2
protein family. Trends in Biochemicat Sciences 26, 61466,

Ahvez, S, Gutierrez-Kobeh, L., Morin, ]., 1996. Chanacterization
of the acdvaton of ghtammase mnduced by N-MethylD-
Aspartte and potassium in ocrebellar granule cells. Jouma) of
Neuroscience Research 45, 637-646.

Allsopp, T.E., Kisclev, 5., Wyatt, 5, Paterson, H.F, Davies,
AM., 1993. The proto-oncogene bel-2 can selectively rescue
neurotrophic factor-dependent neurons from apoptosis. Cell
73, 205-307.

Aloisi, F, Cioti, MT, Levi, G. 1985. Characterization of
GABAergic neurons in cerebellar primary cultures and selective
neurotoxicity of a serum fraction. Journal of Neuroscience 5,
2001-2008.

Amstrong, R, Aja, T., Hoang K., Gaur, 5, Baz, X, Alnemud,
E., Litwack, G., Karancwsky, I, Bntz, 1., Tomaselli, K., 1997,
Activation of the CEDB/ICEnhted protease CPP32 in
cerebiellar granule g apoprosis  but not
necrosis. _]ou.mal Neuroscience 17, 553562

Bakizs, R, 1992 NMDA treatment and  K*-induced
depolsrization selectively promote the expression of an NMDA-
preferring class of the ionotropic glutarmate receptors in corcbellar
grarutle neurons, Neurosacnor Letters 137, 109-113,

Balizs, R., Hack, N, Jorgersen OS., 1988b. Simulation of the
N-methylD-asparmare  ceceptor has a oophic  effecc on
differentiatmg cerebellar granule cells. Neuroscience Letters 87,
80-86.

Balizs, R, Jorgensen, OS5 and Hack N, 1988a
N-methyl-D-aspartate promotes the susvival of cercbellar granule
cells tn culture. Neuroscience 27, 437-451.

Brdford, M, 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein-dye binding. Analytical Biochemnistry 72, 248-
254,

Bulleit, R.F., Cui, H., Wang, ].C., Lin, X., 1994. NMDA receptar
smvnnmmd:ffetmuaungcerebe!hxccllculturumgtﬂzxst}w

of a new Pou gene, CNS-1. Journal of Neurosdences
14, 1584-1595.

Cai, J., Yang J., jona D.P., 1998, Mitochondrial ¢onirol of

apoptosis: the role of cymchmrr: ¢. Biochimica ct Biophysica
Acta 1366, 139-149.

Chao, D., Konymeyer, 5., 1998. Bl-2 family. cegularor of cel)
death. Anmul Review of Immunology 16, 395-419.

Chagbian, T2, P:ndcyPOpmA.Tcoh,G Krett, N, Halgren,
R, Rowen, S, Kufe, D, Khabenda, 5, Andemon, K, 1997,
Cytodhwome  c-dependent and & induction  of
spoptosis in muliple myeloma eclls. Joural of  Biologiesl
Chermistey 272, 2995-2997

D'Mello, S.R., Galli, C., Gouti, T., Calissano, P., 1993, Induction
of apoptosis in cerebellar granule neurons by low potassium
inhibition of death by insulin-like growth factor | and cAMP.



Proceedings of the National Academy of Sciences of USA 90,
10989-10993.

De Luca, A, Weller, M., Frei, K Fontama, A, 1996
Maturation-dependent modulaton of apoptosis in cultured
cerebellar granule neurons by cytokines and neurotrophins.
European Joumnal Neurosciences 8, 1994-2005.

Didicr, M., Roux, B, M., Mangeat, P, Devilliers, G.,
Bockaex, J., Pin, |P,, 1992 Lmsgou:rmacprmofﬂwc-fm

proten dunng in vitro differentiation in cercbellar granule cells
mducod by potassium or NMDA. Brain Rescarch. Molecular
Bran Research 12, 249-258,

Fermandes- Alnernm, T., Litwack, G., Alnemn, E. 5., 1994. CPP32,
2 novel humen  apoptotic  protein  with  homologyto
Cacnorhabditis elegans cell death protein Ced-3 and marmralian
interleukin-1 bets comverting  enzyme.  Journal of  Biologjcal
Chepnistry 269, 30761-30764.

Galli, C., Mrucdo, O, Scorzicllo, A, Werge, T.M., Calissano, P.,
Schettin, G., 1995. Apoptosis in cercbelhar graule cels s blocked
by high KCL, forskolina and IGF-1 trough distinct mechanism of
action: the involvement of intracclhular calcivm and RNA
synthesis. Joumal of Neurosdence 15, 1172-1179.

Gallo, V., Kingsbury, A., Balizs, R, Jorgensen, 0.5, 1987. The
role of depolarization in the survival and differentiation of
cerchellar granule cels in culture. Joumal of Neuroseience 7, 203
2213,

Garcia, 1., Mastinou, 1., Tsujimoto, Y., Martinou, ].C.,, 1992
Prevention of programmed cell death of sympathetic neurons
by the bel-2 proto-oncogene. Scienee 263, B26-828.

Getardt, E, Kugler, 8, Leost, M., Baer, C, Bediocchi, L,
Volbracht, C., Weller, M., Bahr, M., Nicotera, P, Schulz |, ]. B.,
2001. Cascade of caspase activation in potassium-deprived
cerebellar pranule neurons: targets for treatment with peptide and
protein inhibitors of apoptosis. Molecutar and  Cellular
Neuroscences 17, 7T17-31.

Gleichmann, M., Beinroth, S., Reed, J., Krajewsks, 5., Schulz, j.,
Willner, U, Klockgether, T, Weller, M, 1998. Pomassium
deprivation-induced apoptosis of cerehellar granule neurons:
cytochrome ¢ release in the absence of altered expression of
Bcl-2 familiy proteins. Cellufar Physiology and Biochemisuy 8,
194-201.

Graysom, D.R., Szekely, AM., Costa, E., 1990. Glutamate-
induced gene expression in primary cerebellar neurons, In:
Guidotti, A (Ed) Neurctoxicity of Exciratory Amino Adds
Raven Press, Now York, pp. 185202

Gross, A, Jockel, J., Wi, M., Korsmeyer, |, 1998. Enforced
dimerization of BAX results in its teanslocation, mitochondrial
dysfunction and apoptosiz. EMBO Journal 17, 3878-3885.

Kerm, J.F.R, Hammon, B.V., 1990. Definition and incdencs of
spoptosis: An historical perspective. [n: "Tomei, L.1D., Cope, F.O.
{Ed) Apoptosis, the molecular basis of cell death. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York, pp. 5-30

Kluck, RM., Bossy-Wetzel, E., Green, D.R. Newmeyer, D.D.
1997. The eelease of eytochrome ¢ from mitochondaa: a primrary
site: for bel-2 regulation of apoptosis. Nature 275: 1132-1136.

Krajewskd, S., Taraka, 8, Takayama, S, Schibler, M.], Fenton,
W., Reed, J.C., 1993 Investigation of the suboclhular distribation
of the bal-2 oncoprotein @ residence in the nudear enveope,

endoplzsmic reticulurn and other mitochondsial membrancs.
Cancer Resezrch 53, 4701-4714,

Lacmmb, UK., 1970. Cleavage of structural protens during the
assernble of the head of bacteriophage, Nature. 227, 680-685.

Li, F, Sdnivasan, A, Yu, W, Ammstrog, RC., Tomasel.h.l(_j
Faz, LC1998. Cell spedfic induction of apoptosis
microinjection of cytechrome © Bel-xL has activity mdcpmdcm
of cytochrome ¢ release. 1997. Journal of Biologicel Chemistry
272, 30299-30305

Ly, X., Kim, C., Yang )., Jemmerson, R., Wnag, X., 1996.
Induction of apoptotic program in cell-free extracts:
requirement for dA'TE and cytocheome c. Cell B6, 147-157,
Martin, S., Green, D)., 1995, Protease activation dunng
apoptasis: death by thousand cuts? Cell 82, 349-352,

Mamn,S.] Green, D. R., 1995, protezse activation
apoptosis: death by a thousand cuts?. Cell 82, 349-352.

Morin, ., Parel, A)., 198%. Effect of potassium depokriztion
on phosphate-activated glutaminase activity in primary culturss of
cerebellar granule neurons and sstroghal cells dusing development.
Developmental Brain Rescarch 46, 97-105.

Morin, J., Patel, AJ., t989b. Sdimulation of the N-methyl-ID-
aspartate receptor promotes the biochemical differentiation of
cerebellar granule neurons and not astrocytes. Bram Research 486,
1525

Morin, ], Domingucz, G., Alavez, 5, 1996 NMDA receptor
activation and apoptotic death of cultured cerebellar grnule
neurons. Boletin de Estudios Médicos y Biolbgicos. 44, 49-51,

Morin, ], Itho, T., Reddy, UR., Chery, M., Alnemri, E, Pleasure,
D., 1999, Caspase-3 expression by cerebellar granule neurons is
rogulated by caleium and cyclic AMP. Joumnal of Neurochemistry
73, 568- 571

Mossman, T., 1983. Rapid colorimetric assay of ccllular growth
and survival: spplication to peoliferation and cytotoxidty asays.
Joumal of Fmmunology Methods 65, 55-63.

Nijhawan, D, Honorpour, N, And Wang, X., 2000. Apoprosisi
i newral development and ditcase. Annual Review of
Neuroscience 23:73-87.

Olavi, Z., Milliman, C., Kommeyer, ], 1993. Bcl2
heterodimerizes in vivo with gonserved homolog Bax that
accelerates programmed cell death. Cell 74, 609-619.

Oppenheim, RW., 1991, Cell death during development of the
nexvous system. Annual Review of Neursciences 14, 453-501.

Posrmanmur, R, McGinnis, K., Nadimpalli, K., Gilbertsen, k. B.,
Wang, K. K, 1997. Characirization of CPP32-lke proimase
activity following apoptotic dhallenge in SH-5Y5Y neuroblastoma
cells. Journal of Neurochemistry 68, 2328-2337

Reed, J.C., 1997. Cytochrome c; Can't Live with [t—Can't Live
without I Cell 91, 559562

Sakursi, H,, Kunsu, R, Sano, K, Tsuchiya, T., Tsuda, M.,
1992 Stimwlation of cultured cercbellar granule cells via glutamate
receptor induces TRE- and CRE- binding activities mediated by
common DNA-binding complexes. Journal of Neurochemistry
59, 2061-2075.

Sedlak, T., Olovai, Z., Yang, E., Wang, K., Boisc, L., 1995,
Multiple  Bel2  family members  demonstrate  selective



dimenizations with Bax. Proceedings of the National Acaderny of
Sciences of USA. 92, T834-7838.

Schultz, 1.B., Weller, M., Klockgether, T., 1996. Potassium
deprivation-induced apoptosis in cerebellar granule neurons: a
sequential requirement for new mRNA and protein synthesis,
ICE-like protease activity and reactive oxygen species. Journal
of Neuroscience 16, 4696-4706.

Tang, DG, Li L, Zhu, Z, Joshi, B., 1998. Apoptoss in the
abgence of cpocheome © accumulation in the  eytosol
Biochemical and Biophysical Research Communitanons 242, 380~
384.

Tewan, M., Quan, L. T., ORouwke, K., Desnoyers, 5., Zeng,
2, Beidler, D, R, Pairier, G. G., Salvesen, G. S, Dixit, V. M.,
1995, Yama/CPPA2 bera, a mummalian homelog of CED-3, is
2 CemA-inhibitable protease that cleaves the death substrate
poly{ADP-ribose} polymerase. Cell 81, B01-809.

Thoemberry, N. A, 1994. Intedeukin-1 beta converding enzyme.
Methods in Enzymology 244, 615-631.

Thomberry, N., Lazebnik, Y., 1998. Caspascs: enemies within,
Science 281, 1312-1314.

Valencia, A., Mocin, J., 2001. Role of oxidatve stress in the
apoptotic cell death of cultured cercbellar granule neurons.
Journal of Neurochemistry 64, 284-297.

Woler, K., Hsu, Y.T,, Smith, C., Nechushuan, A., Xi, XG,,
Joule, R, 1997. Movement of Bax from the cytosol to
mitochondria dusing apoptosis. Joumal of Biological Chernisiry
139, 1281-1292

Yang, )., Liu, X,, Bhalla, K., Kim, C, Ibrado, AM,, Cai, J..
Peng, T.1, Jones, I, Wang, X., 1997, Provention of apoptosis
by Bcl-2: release of cytochrome ¢ from mitochondria blocked.
Science 275, 1129-1132.

Yin, X, M, Oluw, Z, Korsemeyer, S., 1994. BH1 and BH2
domaing of Bel-2 are required for inhibition of apoptosis and
heterodimenzztion with Bax. Nature 369, 321-323.

Zou, H., Henzel, W., Liu, X, Lutschg, A., Wang, X, 1997.
Apaf-1, 2 human pratein homologous to C. elegans CED-4,
participates in. cytechrome c-dependent activation of caspase-3.
Cell 90, 405-413.



DISCUSION GENERAL

Los cultivos de células granulares del cerebelo son un excelente modela para estudiar
los eventos asociados a su desarrollo postnatal. Se ha demostrado que las células
granulares delf cerebelo de rata en cultivo que no reciben estimulacién despolarizante
inician un proceso degenerativo a partir de los 5 DIV (Gallo et al, 1987). Estimulos
capaces de producir una despolarizacidn en la membrana neuronal, como altas
concentraciones de KCI (Gallo et al, 1987) y la estimulacién del receptor a glutamato
tipo NMDA (Balazs et al, 1988a), pueden inhibir este fendémeno. Recientemente se ha
demostrado que esta muerte presenta caracteristicas apoptéticas y que puede
inhibirse bajo diferentes condiciones experimentales (Yan et al, 1994; 1995). En el
presente trabajo encontramos que la estimulacién del receptor a glutamato tipo NMDA
es capaz de inhibir eventos tanto morfolégicos como bioguimicos asociados al
proceso de muerte apoptética que se observa en CGC privadas de estimulacién
despolarizante (Figuras 12, 14, 15 y articulo 1). Se ha sugerido que esta dependencia
de despolarizacidén pedria reflejar una influencia tréfica recibida por las CGC a través
de una poblacién giutamatérgica de las fibras musgosas durante el desarrollo
postnatal de la rata (Balazs et al, 1988a). Esta hipotesis se basa en evidencias
morfolégicas que sugieren que las fibras musgosas alcanzan la capa granular intema
a partir del dia 12 PN, que podria ser equivalente al tiempo en que los cultivos de
CGC inician su dependencia de estimulacién despolarizante. A pesar de que esta
hipdtesis fue propuesta hace mas de 10 afios {Balazs et al, 1988a), no existen en
la literatura reportes que demuestren la relevancia de la porcién glutamatérgica , a
través del receptor tipo NMDA, en la sobrevivencia de las CGC in vivo. En

estudios previos hemos demostrado que la administracion sitémica de MK-801, un
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antagonista no competitivo de los receptores a NMDA, es capaz de influenciar la
actividad una de las principales enzimas involucradas en la sintesis del glutamato
utilizado como neurotransmisor durante el desarrollo del cerebelo {Moran et al,
2000). Recientemente, hemos encontrado que la administracion sistémica de éste
farmaco modula la muerte apéptotica, durante etapas criticas del desarrollo del

cerebelo, modulando la actividad de caspasas (Alavez et al, en preparacion).

Por otra parte, las mismas CGC crecidas bajo condiciones despolarizantes (K25)
pueden ser inducidas a un proceso de muerte apoptética al ser privadas de este
estimulo (D'Mello et al, 1993; Galli et al, 1995; Moran et al, 2000). Asi, las CGC
maduras privadas de estimulacién comienzan a mostrar cambios morfolégicos a partir
de las 6 horas, aunque el fendmeno de muerte en el cultivo, en general, es
heterogéneo, pudiendo encontrarse células en buen estado atin 24 horas después del
cambio. En este sentido, Miller y colaboradores (1996) sugieren que este modelo
presenta un proceso bifasico en el que existen neuronas con diferente sensibilidad.
Asi, una pequefta poblacion neuronal sensible a la falta de suero, muere durante las
primeras horas y otra, considerablemente mayor, sensible a la disminucién en las
concentraciones de potasio muere mas lentamente. En relacion a esto, cabe
mencionar que una buena parte de los resultados que conforman este trabajo se han
obtenido utilizando una técnica basada en la capacidad de las mitocondrias para
transformar una sa! de tetrazclio (MTT) a un producto colorido insoluble (azu! de
formazan). Como ya se comentd, esta técnica refleja muy adecuadamente la
sobrevivencia de los cultivos de CGC (Balazs et al, 1990). Por otra parte, se ha

demostrado que después de 7 DIV bajo condiciones no despolarizantes (K5) solo
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sobrevive el 40 % de las CGC existentes a 1 DIV, mientras que bajo condiciones
despolarizantes sobrevive aproximadamente un 80 % (Toescu, 1997). Estos
resultados correlacionan muy cercanamente con los porcentajes del control
reportados en este trabajo y estdn en concordancia con una gran cantidad reportes
existentes en la bibliografia (articulo 2, figura1; articulo 3, figura 1A). En este trabajo,
confirmamos algunos resultados de estos grupos con relacidn a la naturaleza
apoptdtica de este proceso. En este modelo, la despolarizacidn crénica progducida por
las altas concentraciones de potasio parece promover lfa maduracion de las CGC
(Balazs et al, 1988b; Moran y Patel, 1989b; Balazs et al, 1992b; Bessho et al, 1994;
Alavez et al, 1996). En este contexto, el término maduracién hace referencia a la
expresion diferencial de subunidades del receptor a glutamato tipo NMDA, a la
activacion de enzimas relacionadas con la sintesis del glutamato y la modificacién del
patrén de disparo de las CGC en respuesta a diversos estimulos. De acuerde a lo
anterior, puede proponerse que existen al menos dos procesos de muerte apoptética
detectables en cultivos de CGC, que dependen del tiempo en cultivo y que se
producen por la privacion de estimulacién despolarizante. Parece haber diferencias
significativas entre ambos procesos ya que uno de estos se presenta en CGC
consideradas inmaduras o en procese de maduracidn gue no reciben estimulacion
despolarizante, mientras que el otro ocurre en neuronas consideradas maduras que
han recibido este estimulo, y en las que la privacidn de condiciones despolarizantes
desencadena el proceso de muerte apoptética. Se sabe que el tratamiento de las
células granutares inmaduras con NMDA o K25 aumenta la sobrevivencia, inhibiendo
el programa apoptético. El incremento de calcio intracelular provocado por la
estimulacion del receptor tipo NMDA y por la activacién de canales de calcio sensibles

a voltaje promovido por altas concentraciones de potasio, podria activar directa o
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indirectamente alguna via de sefializacién que tuviera efecto sobre la expresion de
genes relacionades con la regulacién de la muerte con efeclos directos en la
sobrevivencia del cultivo. En funcién a esto, decidimos estudiar los mecanismos
basicos involucrados tanto en la induccion del proceso de muerte en estos dos
modelos como en el mecanismo promovido por la estimulacién con NMDA y K25 para

inhibir este proceso.

Desde el descubrimiento de las proteinas de estrés, se les ha asociado a mecanismos
de proteccidn y dfensa celular a condiciones adversas del entorno. Recientemente, se
ha propuesto que la exposicidn a condiciones de estrés suaves puede proteger a las
neuronas de la toxicidad por glutamato (Rodorf et al 1991) y mantener la viabilidad de
neuronas con niveles bajos de ATP (Kavakov y Gabai, 1996} a través de la
sobreexpresidn de HSP-70, un miembro particularmente activo de la familia de HSP.
Aunado a su funcién de chaperonina, muy recientemente se ha propuesto que HSP-
70 es capaz de interactuar con Apaf-1 para inhibir la formacién del complejo proteico
(apocptosoma) que permite la activacion de la caspasa-9 (Beere et al, 2000; Saleh et
al, 2000). Asi, la resistencia conferida por HSP-70 a ciertos estimulos apoptaticos

podria ser el resultado de la modulacién directa de la funcién del apoptosoma.

Los resultades de este trabajo muestran que la privacion de estimulacién
despolarizante, produce un incremento considerable y selectivo en los niveles de
HSP-70 tanto en células maduras como inmaduras (Figura 2A vy 3, articulo 2), sin
afectar otras HSP como la HSP-25. Este incremento parece estar relacionado con una
funcion de chaperonina, caracteristica de las HSP, mas que con una participacidn

directa de HSP-70 como componente activo de la maquinaria apoptética. A pesar de
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que en ambos modelos la privacion de estimulacién despolarizante incrementa de
manera significativa los niveles de HSP-70, en este trabajo detectamos actividad
significativa de caspasa-9 cuando las células son privadas de este estimulo, una vez
alcanzado cierto grado de maduracion en cultive (Figura 5, articulo 3). Sin embargo,
no se puede descartar que las HSP puedan proteger a las CGC maduras sometidas a
condiciones menos drasticas de privacion de estimulacion despolarizante (e. g. una
depolarizacion de K25 a K12.5). Hecha esta aclaracion, estos resultados parecen
sugerir que en las CGC, HSP-70 funciona predominantemente como chaperonina y,
de presentar actividad anti apoptética, estaria restringida a estadios tempranos de
maduracién (Figura 21). Sin embargo, el hecho de que la estimulacién de estas
células con NMDA y K25 disminuya los niveles de HSP-70 (Figura 2A, articulo 2} sin
alterar la actividad enzimética de la caspasa-8 (Figura 5, articulo 3), parece descartar
esta posibilidad o bien sugiere la participacién de otra caspasa iniciadora en el
proceso de muerte observado en las CGC durante el desarrallo en cultivo {Figura 20).
La posible participacion de otras proteinas de estrés en este fendmeno parece poco
probable dado que inductores generales de la respuesta a estrés, como el calor y el
ETOH (Figuras 4 y 5, articulo 2) no producen ningin efecto significativo en la
sobrevivencia de estas células. Asi, et papel de HSP-70 durante el proceso de muerte
observado en CGC maduras e inmaduras inducido por privacion de estimulacion
despolarizante parece estar restringido a un mecanismo de proteccion que es
insuficiente para revertir el proceso de muerte apoptdtica iniciada por esta clase de

estimulo.
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Figura 20. Mecanismos involucrados en el proceso de muerte apoptdtica
observada en CGC inmaduras, producido por privacion de estimulacion

despolarizante. En este diagrama se integran los resultados obtenidos en el presente trabajo para
sugerir un modelo de muere para las CGC privadas de estimulacion despolarizante durante el
desarrollo en cultive. CCSV, canales de calcio sensibles a voltaje; NMDA-R, receptor tipo NMDA,; e,
citocomo-c; ¢, ATP.

Por ofra parte, se sabe que la actividad de la caspasa-8, una de las
principales caspasas iniciadoras, depende de una manera critica de la liberacion
de! citocromo-¢ de la mitocondria y de los niveles de algunos miembros de la
familia de Bcl-2. En este trabajo determinamos los niveles de dos de las proteinas
mas estudiadas de esta familia, Bax y Bcl-2, en los dos modelos de muerte
observados en cultivos de CGC por la privaciéon de estimulacién despolarizante.

Los resultados de nuestro estudic muestran gue tanto las CGC que crecen en un
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medio con condiciones fisiolégicas de potasio como las CGC maduras privadas de
estimulacién despolarizante, presentan una clara disminucion de los niveles de Bax
(Figuras 2A y 2B, articulo 3). Los resultados descritos pueden correlacionarse con el
decremento general de Bax en homogenados de cerebelo que se ha reportado
durante el desarrollo in vivo de la rata, a partir de P8 (Vekrellis et al, 1997). Por otra
parte, cuando las CGC son privadas de estimulacion despolarizante, no encontramos
cambios significativos en los niveles de Bcl-2 (Figuras 2A y 2B, articulo 3)
independientemente del estado de maduracién de estas neuronas. Estos resultados
sugieren un proceso de muerte independiente de la expresion de Bcl-2 y Bax en las
CGC en cultivo. El grupo de D'Mello reporta una disminucion en los niveles del
mensajero de bel-2 y bel-xL 4 horas después de que las CGC maduras son privadas
de estimulacién despolarizante y un aumento del de bcl-xs a las 2 horas (D'Mello et al,
1997). Estos resultados, en concordancia con los obtenidos en este trabajo, descartan
la participacion de Bax en el proceso y sugieren la participacion de Bel-2 y Bel-xL en la
regulaciéon de Bcl-xS, posible responsable de la muerte observada bajo estas
condiciones. Sin embargo, nuestros resultados muestran que Bcl-2 no se modifica de
manera significativa durante en CGC maduras bajo estas condiciones. Tomados en
conjunto, estos resultados sugieren que son BclxL y BelxS las mdleculas
involucradas en el control del proceso de muerte que se obseva en CGC maduras
privadas de estimulacion despolarizante.

El tratamiento con NMDA o K25 no modificé la tendencia a la disminucién en los
niveles de Bax (Figura 2A, articulo 3). Este resultado sugiere una vez mas la
participacién de una molécula proapoptética, diferente de Bax, en el proceso de
muerte que se observa en CGC maduras e inmaduras en cultivo. Por otra parte, Bel-2

parece participar en la via de inhibicién de la muere inducida por condiciones
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despolarizantes en funcion al incremento que se observa cuandoc las CGC son
estimuladas con NMDA (Figura 2A, articulo 3). Este incremento se presenta en un
periodo importante durante el desarrollc de estas células en el cultivo, en el que
parece definirse la sobrevivencia en funcion a la presencia o ausencia de estimulacién
despolarizante.

En este trabajo exploramos también la posibilidad de que la liberacién del
citocremo-c fuera una parte importante del programa de muerte inducido por privacion
de estimulacién despolarizante durante el desarrollo de las células granulares en
cultivo, En este sentido, encontramos que en las células control, aungue se cbserva
una pequefia disminucion en los niveles de citocromo-¢ en ia fraccion mitocondrial, no
se observa un aumento significativo en la fraccién citosélica, en funcion del tiempo en
el que las células permanecen en cultivo. Recientemente, se ha propuesto que Bcl-2
puede ejercer su accidon antiapoptética inhibiendo Iz liberacién del citocromo-c (Kluck
et al, 1997a; Yang et al, 1897). Sin embargo, el aumento de Bcl-2 observado en las
CGC cultivadas bajo condiciones despolarizantes dificilmente podria estar relacionado
con esta accién ya que no se observa liberacion del citocromo-¢c en CGC inmaduras
crecidas en K5 (Figura 4A, articulo 3). Esto es congruente con la total ausencia de
relocalizacion de Bax en CGC inmaduras comprometidas a morir bajo condiciones no-
despolarizantes (Figura 3, articulo 3} y sugiere otro mecanismo de accion para Bcl-2.

La actividad de caspasas en este modelo, también sugiere un modelo de
muerte independiente de la liberacion del citocromo-c, al no presentar actividad de
caspasa-9 (Figura 5A, articulo 3). Sin embargo, la caspasa-3 se activa
significativamente y las condiciones despolarizantes inhiben de manera significativa y
selectiva esta activacién (Figura 5, articulo 3) por lo gque, como ya se menciond, debe

participar alguna otra caspasa iniciadora, diferente a la caspasa-9.
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En conjunto, estos resultados sugieren un modelo de muerte para las CGC inmaduras
con caracteristicas apoptéticas en el que ni HSP-70 ni Bax juegan un papel
preponderante, independiente de la liberacidn del citocromo-c y en el que la caspasa-
3 no es activada por la caspasa-9.

En concordancia con reportes previos (Gleichmann et al, 1998, Bobba et af,
1999), en este estudio encontramos una pequefa liberacion del citocromo-c a la
fraccién citosdlica, pocas horas después de la privacién de estimulacion
despolarizante (Figura 4B, articulo 3). Este resultado coincide temporalmente con la
actividad de la caspasa-9 y la caspasa-3, encontrada en este trabajo (Figura 5C,
articulo 3), y sugiere que esta cascada de caspasas es inducida por el citocromo-c.

En el presente trabajo no encontramos cambios significativos en los niveles de Bax y
Bel-2, que puedan asociarse a la liberacidn del cit-¢c, ni tampoco a una relocalizacion
de Bax hacia la mitocondria que sugieran la participacién de esta molécula en este
proceso. Tampoco se observa un aumento en la relacién de los niveles de Bax/Bel-2
(Figura 2D, articulo 3), que permita sugerir la participacién de Bax en la liberacion del
citocromo-c a través de interacciones proteina-proteina entre estos dos miembros de
la familia de Bcl-2. No obstante, no puede descartarse que estas proteinas puedan
estar involucradas en e! proceso de muerte de las CGC maduras, regulando su
actividad pro y antiapoptdtica mediante cambios postraduccionales, como
fosforilaciones, fragmentaciones o interacciones con otras proteinas (Ito et al, 1997;

Datla et al, 1997; Cheng et al, 1997; Clem et al, 1998).
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Figura 21. Mecanismos involucrados en el procesc de muerte apoptética
observado en CGC maduras, producide por privacion de estimulacién
despolarizante. En este diagrama se Integran los resultados obtenldos en el presente trabajo
para sugerir un modelo de muerte para las CGC privadas de estimulacién despolarizante, una vez
alcanzado clerto grado de maduracién en cultivo. CCSV, canales de calcio sensibles a voltaje; e,
citocromo-c; ¢, ATP,

En conjunto, estos resultados sugieren un modelo de muerte para las CGC
maduras con caracteristicas apoptéticas en el gque ni HSP-70 ni Bax juegan un
papel preponderante, pero en el que la liberacién del citocromo-c parece activar
una cascada de caspasas en la que se distingue la accién secuencial de la
caspasa-9 y la caspasa-3.

Nuestros resultados sugieren que el proceso de muerte inducido en CGC tanto

maduras como inmaduras por la privacién de estimulacién despolarizante y la
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consecuente disminucion en los niveles intracelulares de calcio, presentan ciertas
similitudes perc también diferencias substanciales en lo que respecta a los

mecanismos moleculares involucrados en el proceso (Figuras 20 y 21).
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CONCLUSIONES

* Las CGC en cultivo, tanto maduras como inmaduras, inician un proceso de muerte
con caracteristicas apoptéticas al ser privadas de estimulacién despolarizante.

« La estimulacion con NMDA o K25 es capaz de revertir este proceso en CGC
inmaduras.

o El tiempo minimo de estimulacién del receptor tipo NMDA capaz de inhibir
significativamente esta muerte es de 1 h, pero el efecto maximo se alcanza con una
estimulacién crénica a partir del 2 DIV.

s Las CGC en cultivo expresan HSP-70 y HSP-25 de manera constitutiva e inducen
la expresién de HSP-70 en respuesta a la privacién de estimulacion despolarizante.

« La estimulacion de CGC inmaduras con NMDA o K25 disminuye esta induccion.

e La induccidn en la expresion de HSP-70 por ETOH y calor no es capaz de
proteger a las CGC de la muere inducida por la privacion de estimulacidn
despolarizante.

¢ Los niveles de Bcl-2 y Bax no se modifican de manera que sugieran su
participacion directa en el proceso de muerte apoptética inducido por la privacién de
estimulacién despolarizante en cultivos de CGC.

 La privacién de estimulacion despolarizante no induce la liberacién del citocromo-c
en CGC inmaduras pero produce una liberacién discreta de esta molécula en CGC
maduras.

« Existe una correlacion directa entre la liberacién del citocromo-c y la actividad de la
caspasa-9 que se observa en CGC maduras al ser privadas de estimulacion

despolarizante.
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* La privaciéon de estimulacién despolarizante en cultivos de CGC, tanto maduras
como inmaduras, induce una marcada activacion de la caspasa-3.

+ Esta activacion puede ser inhibida por la estimulacion con NMDA y K25 en CGC
inmaduras.

+ La muerte neuronal inducida por la privacién de estimulacion despolarizante en las
CGC maduras e inmaduras, presenta algunas similitudes pero también diferencias

importantes en ios mecanismos y moléculas que participan en este fenémeno.
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