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Introduccion

1. GENERALIDADES DE LA ENZIMA PROLIL-
OLIGOPEPTIDASA (PREP)

1.1 La familia de las prolil-oligopeptidasas: una familia
peculiar de proteasas dependientes de serina.

Una de las funciones de las proteasas es su participacion en la
modificacion post-traduccional de péptidos que se sintetizan de forma
inactiva y que, tras la escision proteolitica, se convierten en péptidos
bioactivos. La mayoria de las peptidasas no pueden hidrolizar enlaces
peptidicos que contienen residuos de prolina debido a la estructura
Unica de este iminoacido y a la rigidez estructural que le confiere a la
cadena polipeptidica. De hecho, muchos de los péptidos biol6gicamente
activos contienen alguna prolina interna que les confiere proteccion a la
degradacion por la mayoria de las proteasas. Sin embargo, existen
peptidasas especificas que reconocen el anillo de prolina- las cuales
juegan un papel fisiolégico importante y actualmente son dianas de la
industria farmacéutica (Cunningham y O"Connor, 1997b; Rosenblum y
Kozarich, 2003). Una de estas peptidasas especificas, y eje fundamental
de la presente tesis, es la enzima Prolil-oligopeptidasa (PREP, CE
3.4.21.26) (Rawlings y cols., 2004). Las peptidasas homdlogas se
agrupan en familias en base a sus similitudes en secuencia. Aquellas
familias que poseen una estructura terciaria comdn y provienen del
mismo ancestro, son agrupadas en clanes. El clan de las peptidasas SC
tiene dominios cataliticos que muestran una topologia o/f hidrolasa, la
cual se caracteriza por la presencia de una triada catalitica constituida
por una secuencia &cido-histidina-nucle6filo (Ser, Asp e His). La
familia de las prolil-oligopeptidasas pertenece al clan SC y a la familia

S9 (Rawlings y Barret, 1994). Esta familia de las proteasas



Introduccion

dependientes de serina incluye las enzimas: PREP, Dipeptidil peptidasa
IV (CE 3.4.145), Acilaminoacil-peptidasa (CE 3.4.19.1) y la
Oligopeptidasa B (CE 3.4.21.83) (Rawling y cols., 1991; Venaldinen y
cols., 2004a). La familia de las Prolil-oligopeptidasas difiere de las
proteasas dependientes de serina clasicas, como la tripsina y la
subtilisina, en su especificidad de sustrato, topologia de la triada
catalitica y presencia de un dominio no catalitico. Ademas, las distintas
enzimas que comprenden la familia de prolil-oligopeptidasas difieren
entre si en cuanto al sitio y a la especificidad del sustrato que cortan. En
el caso de la enzima PREP, ésta solo puede cortar en el extremo
carboxilo de una prolina interna (-Pro-Xaa; donde Xaa # Pro)
perteneciente a un péptido de no mas de 30 aminodcidos; siempre y
cuando el aminoacido que le sigue no sea una prolina (Mentlein, 1988;
Cunningham y O'Connor, 1997b).

Los arboles filogenéticos indican que los miembros de la familia de las
prolil-oligopeptidasas ya estaban presentes en el udltimo ancestro
universal comdn de todas las formas de vida y se encuentran
ampliamente distribuidos en organismos que engloban desde bacterias y
arqueas hasta humanos. Unicamente los hongos parece que carezcan de
la enzima PREP (Venéldinen y cols., 2004a). Sin embargo, si se han
encontrado algunos homélogos de la familia peptidasa S9 en algunas
especies de hongos (base de datos de peptidasas (MEROPS); Rawlings
y cols., 2010).

¢Qué funcién desarrolla PREP para que ésta se conserve a lo largo de la

evolucioén de los distintos seres vivos?
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1.2.  Identificacion y caracterizacion de la enzima Prolil-
oligopeptidasa (PREP).

PREP fue la primera enzima descubierta (Walter y cols., 1971),
purificada y caracterizada (Koida y Walter, 1976, Kalwant y Porter,
1991) de la familia de las prolil-oligopeptidasas. Fue descubierta en el
Gtero humano como una enzima que cortaba la hormona oxitocina
(Walter y cols., 1971) y fue nombrada “enzima que cortaba detras de la
prolina”. Posteriormente, el nombre cambié a Prolil endopeptidasa
(PEP) y en 1992 se lleg6 al consenso de que la proteina debia ser
Ilamada Prolil- oligopeptidasa, dado que no cortaba proteinas de gran
tamafio (IUBMB, 1992). También se pueden encontrar otros nombres
en la literatura como Endopeptidasa post-prolina. EI nombre abreviado
de la proteina ha aparecido en la literatura como PE, PEP, PO, PREP,
etc. Sin embargo, se ha acordado utilizar el término PREP para hacer
referencia a la proteina Prolil-oligopeptidasa, manteniendo consistencia

con el nombre del gen que codifica para esta proteina, Prep.

PREP ha sido considerada como una enzima soluble citoplasmatica. No
existen evidencias de que la proteina sufra ninguna modificacion o
procesado que le permita asociarse a algin tipo de estructura
intracelular, o que sea exportada fuera de la célula. Sin embargo, se han
registrado actividades de PREP en membranas, en organelas como las
mitocondrias, en el espacio extracelular y en fluidos corporales como el
suero y el liquido cerebroespinal. Todo esto puede sugerir la existencia
de proteinas alternativas no caracterizadas todavia (O Leary y cols.,
1996; Cunningham y O’Connor, 1997a). Recientemente, se ha
caracterizado PREP asociada a las membranas (Tenorio-Laranga y
cols., 2008).
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Se han hecho numerosos estudios enfocados a ubicar PREP en el
organismo, a fin de poder determinar qué funciones desarrolla en él. Si
bien PREP se encuentra ampliamente distribuida por los diferentes
organos en mamiferos, uno de los mayores registros de actividad de la
enzima ha sido detectado en el cerebro (lrazusta y cols., 2002;
Agirregoitia y cols., 2005; Myéhénen y cols., 2008a). En la actualidad
las funciones de PREP en el cerebro no estan totalmente esclarecidas,
pero si se estan recopilando datos que demuestran una asociacion de la
actividad de PREP con ciertos trastornos psiquiatricos tales como la
depresion, el trastorno bipolar y la bulimia nerviosa (Garcia-Horsman y
cols., 2007a). También se han hecho estudios que corroboran que PREP
estd desempefiando una funcion en el cerebro, ya que inhibidores
especificos de la enzima son capaces de revertir la pérdida de memoria
debidas bien al envejecimiento, a lesiones o al tratamiento con drogas
pro-amnésicas (Mé&nnistd y cols., 2007). De ello se hablard mas

adelante, de forma mas extensa.
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1.3.  Estructura de PREP y su mecanismo catalitico.

PREP de mamiferos esta constituida por una Unica cadena de 710
residuos (Rennex y cols.,, 1991). Fulép y colaboradores (1998)
consiguieron cristalizar la enzima nativa y el complejo formado por
PREP con su inhibidor Z-pro-prolinal (ZPP) y caracterizar su estructura
en alta resolucion. PREP tiene una estructura cilindrica de
aproximadamente 60 Amstrongs (A) de altura y 50 A de diametro,

constituida por dos dominios; el dominio catalitico o peptidasa, que

comprende los extremos amino y carboxi-terminales y que contiene la
triada catalitica Ser 554 (Rennex y cols., 1991), Asp 641 (Polgar, 1992)
e His 680 (Stone y cols., 1991). Este dominio tiene actividad o/p
hidrolasa (Ollis y cols., 1992; Polgar, 1992; Goosens y cols., 1995;
Filop y cols., 1998) y comprende los residuos 1-72 y 428-710. Por otra
parte, se encuentra el dominio B-hélice, que tiene una forma cilindrica y

Dominio catalitico o

> peptidasa: actividad o/
hidrolasa

. Dominio [i- hélice

Figura 1. Estructura tridimensional de PREP. Se representa el extremo amino-
terminal (en azul) y el carboxi-terminal (en rojo). Figura modificada a partir de la
tomada de Fulop y cols. (1998).
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esta formado por 7 hojas P antiparalelas que comprenden los residuos
73-427 y, por tanto, se encuentra inmerso entre las dos porciones del
dominio catalitico. Como se puede ver en la figura 1, el dominio B-
hélice se encuentra fijado alrededor del tunel central embebido dentro

del cilindro, cerca del centro activo.

Los primeros 72 residuos del dominio catalitico estan formados por 2
hojas B antiparalelas y 2 a-hélice largas, conectadas entre si. La primera
y la dltima hoja estan estabilizadas entre si mediante fuerzas de
interaccion débiles de caracter hidrofobico confiriendo una estructura a
modo de “candado velcro” (Filop y cols., 1998).

Se ha postulado que el dominio B-hélice podria participar en el
reconocimiento de oligopéptidos y actuar como filtro evitando la
protedlisis de péptidos largos (>30 residuos) (Fllop y cols., 1998; Fiilop
y cols., 2000; Rea y Fulop, 2006; Gass y Khosla, 2007). Otros estudios
recientes indican que la entrada de ligandos podria ocurrir a través de la
interfase entre los dominios catalitico y B-hélice (Kaszuba y cols., 2009;
Katszuba y cols.,, 2012). Sin embargo, todavia no se ha podido
determinar en PREP de mamiferos como tiene lugar la entrada e

interaccion del sustrato con la enzima

1.4, Enzimas alternativas a PREP

Se han determinado enzimas con especificidades a nivel de sustrato
similares a PREP, las cuales podrian ser confundidas al interpretar los

resultados y adjudicar nuevas funciones a PREP.

Cunningham y cols. (1998) consiguieron purificar PREP procedente de
un suero bovino vy, tras hacer un estudio de hidrélisis con diferentes
sustratos, determinaron que era incapaz de hidrolizar muchos sustratos

fluorométricos y que tenia wuna especificidad de sustrato
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significativamente menor que la PREP procedente de tejido; sugiriendo
la posibilidad de que se tratase de una proteasa desconocida con
funciones similares a la PREP de tejido ya conocida. Cunningham y
O’Connor (1997a) encontraron otra enzima similar a PREP en suero
bovino, a la que Ilamaron PREP insensible a ZPP (ZIP). Esta enzima
presentaba la peculiaridad de ser resistente al inhibidor clasico de PREP
ZPP pero si era capaz de hidrolizar el sustrato Z-glycyl-prolyl-4-
metilcumarinil-7-amida (Cunningham y O"Connor, 1997b), asi como
algunos de los sustratos hidrolizados también por PREP; como la
angiotensina y la hormona liberadora de tirotropina pero no podia
degradar otros sustratos como la sustancia P, la bradiquinina y la
neurotensina (Birney y O’Connor, 2001). Posteriormente, ZIP se
identificO como seprasa o a-proteina activadora de fibroblastos (CE
3.4.21.B28). Recientemente se ha aislado, purificado y caracterizado
PREP asociada a membranas a partir de un extracto de cerebro de
cerdo. Si bien guarda una gran similitud en su secuencia primaria con
PREP citoplasmética, presenta algunas diferencias con ésta -como la
capacidad de unién a membranas y su patron de migracion tras la
electroforosis SDS/PAGE- sugiriendo que ambas enzimas, codificadas
por el mismo gen, podrian ser producto de procesamiento alternativo
del ARN mensajero (ARNm) o de modificaciones post-traduccionales

de la proteina (Tenorio-Laranga y cols., 2008)

1.5. Distribucion de PREP en mamiferos.

En mamiferos, la actividad de PREP se ha detectado en todos los
organos y tejidos estudiados, si bien las actividades mas altas se han
registrado en el cerebro (Kato y cols., 1980b; Daly y cols., 1985; Fuse y
cols., 1990; Irazusta y cols., 2002; Bellemere y cols., 2004; Agirregoitia
y cols., 2005; Mydhanen y cols., 2008a). Ademas, se han podido medir
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actividades bajas en todos los fluidos corporales (Goosens y cols.,
1996; Garcia-Horsman y cols., 2007a).

Los estudios realizados a fin de localizar a PREP in situ y determinar la
distribucion de su actividad en el cuerpo entero del ratobn mostraron que
la mayor cantidad de PREP se encontraba en el cerebro, pero también
en el rifdn, testiculos y timo. Cantidades algo menores fueron
detectadas en la vejiga, pulmones y corazon, mientras que los niveles
bajos de la enzima se hallaban en el higado (My&hénen y cols., 2008b)

(ver figura 2).

Figura 2. Distribucién de PREP en tejidos periféricos, determinada mediante
inmunohistoquimica y realizada en secciones del cuerpo entero de un ratén. PREP se
encontré en mayor cantidad en el cerebro, rifiones, testiculos y timo, si bien también
esta presente en la vejiga urinaria, pulmones, corazén e higado.ME (B) cerebro, (ob)
bulbo olfatorio (Th) timo, (H) corazén, (Li) higado, (G) tracto gastrointestinal, (ub)
vejiga urinaria, (T) testiculos, (Ki) rifién, (ME) musculo esquelético. Imagen tomada de
Myéhanen y cols. (2008b).

Sorprendentemente, el ensayo de actividad en estos 6rganos reveld que
la méxima actividad se encontraba en el higado, seguido de los
testiculos. En el corazon, pulmones, timo y cerebro se encontraron unos
niveles de actividad moderados, mientras que éstos eran muy bajos en
la vejiga, glandula adrenal y rifidn (ver figura 3) (My6héanen y cols.,
2008b).

10
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Figura 3. Figura comparativa entre la distribucion de los niveles de proteina y de
actividad de PREP procedentes de diferentes 6rganos de raton. Los niveles de proteina
han sido expresados en % de densidad 6ptica (DO) respecto al cerebro (considerado éste
como el 100%), mientras que los niveles de actividad se han presentado como pmol de
AMC/min*mg de tejido. El valor de la densidad 6ptica procedente de la glandula adrenal

no fue analizado. Esta figura fue tomada de My&hénen y cols., 2008b.

Este estudio demostré que PREP se encontraba ampliamente distribuida
en el organismo, si bien no lo estaba de forma homogénea. Ademas,
resulté paraddjico el hecho de que la cantidad de proteina PREP de un
6rgano no se encontrara en relacion proporcional a los niveles de
actividad de la enzima encontrados. Si bien las actividades mas bajas se
encontraron en el rifién, éstas se correspondieron con los niveles de

proteina PREP mas altos. Por otra parte, el higado presenté una

11
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actividad muy alta mientras que los niveles proteicos de PREP fueron
muy bajos. Y, sorprendentemente en el cerebro se registrd una actividad
moderada mientras que los niveles de proteina se encontraron en mayor

cantidad.

Estas diferencias halladas entre los niveles de actividad y de proteina
podrian deberse a diferencias en la regulacion de PREP y a la existencia
de inhibidores endogenos que podrian actuar a modo de moléculas
reguladoras de dicha actividad (Salers, 1994; Yamakawa y cols., 1994).
Sin embargo, la funcion y el mecanismo de este inhibidor endégeno no
han sido caracterizados todavia.

1.5.1. Distribucion de PREP en el cerebro de mamiferos.

El hecho de que los niveles de proteina PREP sean altos en el cerebro
apunta a que la enzima podria ejercer un papel importante en este
organo. A partir de aqui se han disefiado experimentos encaminados a
determinar la distribucion de PREP en las distintas regiones del cerebro
asi como a buscar sustratos de esta enzima que ayuden a esclarecer su
funcion en el cerebro. Por ejemplo, se ha descrito que la sustancia P
-péptido relacionado con el proceso de aprendizaje y memoria- es un
sustrato de PREP, por lo que esta enzima podria actuar regulando los

niveles de este péptido (Mannisto y cols., 2007).

Irazusta y cols. (2002) llevaron a cabo los primeros estudios, basados en
medidas de actividad, de la distribucion de PREP en las diferentes areas
cerebrales (ver figura 4). Los resultados mostraron que la méxima
actividad residia en la corteza mientras que las mas bajas correspondian
al cerebelo y al hipotalamo. En el resto de las regiones la actividad de
PREP se encontraba distribuida de forma homogénea (lrazusta y cols.,

2002). Sin embargo, cuando se hicieron los estudios basados en la

12
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expresion del ARNm que codificaba para PREP, se vio que el patrén de
expresion era diferente al patrén de actividades descrito anteriormente.
Si en el hipotalamo y en el cerebelo se habian registrado los niveles de
actividad de PREP mas bajos (Irazusta y cols., 2002), éstos presentaban
los niveles mas altos de expresion de ARNm (Bellemére y cols., 2004)
(ver figura 4).

(Sw, mwifjowd)

Concentracion ARNm
(unidades arbitrarias)
; esepndad pepinnoy

& B P Ol © P
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™ F & F &
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Figura 4. Figura comparativa entre los niveles de actividad de PREP y de expresion de
ARNmM en diferentes areas del cerebro de rata. Datos procedentes del estudio realizado
por Bellemére y cols. (2004). La cantidad de ARNm que codifica para PREP se encuentra
expresada en unidades arbitrarias y corresponden a las barras blancas del gréfico. Las
actividades enzimaticas, que aparecen en barras negras, corresponden a los datos
obtenidos por lIrazusta y cols.(2002) y se expresan como pmol/min x mg de tejido. RNAm
presente en el nucleo caudal putamen; 1 Actividad total. Figura tomada de Garcia-
Horsman y cols. (2007a).

Mydhanen y cols. (2007) realizaron un estudio inmunohistoquimico a
fin de localizar PREP en el cerebro humano y de rata. En humanos,
PREP se encontraba ampliamente distribuida por todo el cerebro, si

bien las mayores cantidades de esta proteina estaban presentes en el
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nGcleo caudado, putamen, cerebelo, corteza insular, claustro e
hipocampo.
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Figura 5. Distribuciéon de los niveles proteicos de PREP en el hemisferio izquierdo del
cerebro humano. (A) Los valores de densidad dptica (DO) de las areas cerebrales analizadas
estan comparadas con el valor de la DO del cuerpo calloso, al que se le asigna el valor de
DO=1. (B) Los tonos azules o frios corresponden a niveles bajos de PREP, mientras que los
tonos rojos o calidos reflejan niveles altos de esta enzima. (Cb) cerebelo, (CC) cuerpo calloso,
(Cd) caudado, (Cing) corteza cingulada, (Cl) claustro, (Fr) corteza frontal, (Hc) hipocampo,
(Ins) corteza insular, (Occ) giro occipital, (Put) putamen, (RN) nicleo rojo, (SN) sustancia

negra, (T) giro temporal. Figura tomada de Myohé&nen y cols., 2007.
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En el cerebro de rata, My6hénen y cols. (2007) determinaron que los
niveles de PREP mas altos se encontraban en la sustancia negra,
seguida de la corteza motora primaria, corteza piriforme, hipocampo,

claustro y cerebelo (ver figura 6).
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Figura 6. Distribucion de PREP en el cerebro de rata, determinada mediante
inmunohistoquimica. (A) Los valores de densidad 6ptica estan comparados respecto al cuerpo
calloso, al cual se le asigno el valor de 1. (B) En las capas V y VI de la corteza somatosensorial,
PREP se encontr6 localizada tanto en los somas de las células piramidales (ver la flecha negra)
como en las dendritas (ver las flechas blancas). (C) Las neuronas espinales del cuerpo estriado
también aparecieron intensamente marcadas. PREP se encontrd localizada, principalmente, en el
campo CA1 del hipocampo (D), sustancia negra (E), y en las células Purkinje del cerebelo (F).
(CA1, CA2, CA3) campos CA del hipocampo; (DG) giro dentado; (Gran) célula granular de
cerebelo; (Mol) célula de la capa molecular; (P) célula de Purkinje; (Sn) sustancia negra. Barras
de escala: By C, 30 um; D, 50 um; E, 150 um; F, 10 um. Figura tomada de Mydhé&nen y cols.
(2007).
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Otro hecho importante derivado de estos estudios es que PREP se
expresaba Unicamente en neuronas, no en glia (Mydhanen y cols.,
2007).

Estudios recientes basados en técnicas de inmunohistoquimica, en los
que se ha estudiado la colocalizacién de PREP con sistemas de
neurotransmisores, han sugerido que PREP podria estar implicada en la
regulacion de la neurotransmision tdlamo-cortical. La expresion de esta
enzima en neuronas glutaminérgicas, GABAérgicas y colinérgicas tanto
en el tAllamo como en la corteza, sugiere que PREP podria ejercer una
funcion en la neurotransmisién inhibitoria y excitatoria. Ademas, se han
encontrado cantidades pequefias de PREP en la membrana cortical 1V
en comparacién con otras membranas corticales y, por tanto, PREP
podria tener una mayor relacién con las conexiones aferentes que con
las eferentes entre la corteza y el talamo. El papel de PREP en las
sefiales aferentes también viene apoyado por el hecho de que la enzima
se expresa en gran cantidad en las células de Purkinje del cerebelo
(Mythanen y cols., 2008c). Se han encontrado niveles altos de PREP en
el hipocampo y, mas concretamente, en las neuronas piramidales del
campo CAL, lo que apunta a una posible funcién en el proceso de
aprendizaje y memoria (Bellemeére y cols., 2004; Myohénen y cols.,
2007). Ademas, PREP colocaliza con los receptores del inositol
trifosfato (IP3) en el talamo, neuronas piramidales CA1 del hipocampo
y células de Purkinje en el cerebelo (My6hénen y cols., 2008c), por lo
que PREP podria ejercer una funcion relacionada con la sefializacién

del IP3, como se comentara mas adelante.
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1.5.2. Distribucion intracelular de PREP.

Aunque PREP fue descrita como una enzima que se expresaba de
forma constitutiva en el citoplasma (Dresdner y cols., 1982; Polgar,
2002), trabajos posteriores han sugerido que PREP podria estar ubicada
fuera del citosol (Ohtsuki y cols., 1997; Ishino y cols., 1998;
Agirregoitia y cols., 2003; Schulz y cols., 2005; My6hanen y cols.,
2008a; Tenorio-Laranga Yy cols., 2008). Esto Ultimo tiene sentido si se
atiende al hecho de que la mayor parte de los neuropéptidos, posibles
sustratos de PREP, se ubican en el espacio extracelular. Pero por otra
parte, resulta curioso que PREP carezca de una sefial de secrecion,
region transmembrana o alguna secuencia de anclaje a lipidos
(Venéléinen y cols., 2004a, Tenorio-Laranga y cols., 2008).

A fin de localizar la PREP endbgena, Schultz y cols. (2005), mediante
un estudio inmunocitoquimico, observaron que PREP se encontraba
distribuida perinuclearmente, guardando una estrecha relaciéon con la
tubulina -un componente del citoesqueleto-, ya que en presencia de
necodazol, un agente despolimerizante de microtlbulos, la distribucion
de PREP en células de neuroblastoma desaparecia. Por ello, PREP
podria estar implicada en los procesos asociados a los microtibulos

como el trafico intracelular, organizacién y secrecién de péptidos.

Esta localizacion perinuclear de PREP no s6lo ha sido descrita en una
linea celular, sino que también ha sido observada en estudios basados
en inmunohistoquimica (My6hdnen y cols., 2008a). PREP también se
ha encontrado en el interior de los nicleos en tejidos periféricos
(Myohénen y cols., 2008b) y cultivos celulares de células no neuronales
(Ishino y cols., 1998) pero esta localizacion nuclear, hasta la
realizacion de esta tesis, no se habia observado nunca en el cerebro de

animales adultos (My6hdnen y cols., 2007; My6hénen y cols.,2008a).

17



Introduccion

Ademas de estas localizaciones, existen datos que apuntan que PREP se
encuentra asociada a membranas (Agirregoitia y cols., 2003; Mythénen
y cols., 2008a; Tenorio-Laranga y cols., 2008).

Como ya se ha mencionado anteriormente, se ha descrito PREP
asociada a membranas en varias lineas celulares (Chappell y cols.,
1990) y en fracciones de sinaptosomas de cerebro porcino (Tenorio-
Laranga y cols., 2008). Pese a que esta forma de PREP es capaz de
hidrolizar los mismos sustratos que PREP citoplasmatica (O'Leary y
cols., 1996) su cantidad y actividad son menores que la encontrada en la
variante citoplasmatica (Irazusta y cols., 2002; Agirregoitia y cols.,
2005; Tenorio-Laranga y cols., 2008).

En estudios realizados mediante inmunohistoquimica se ha mostrado la
PREP asociada a membranas intracelulares como al reticulo
endoplasmico rugoso (RER), al aparato de Golgi, asi como a la vaina de
mielina (My6hénen y cols.,, 2008a) lo que indica una posible

implicacion de PREP en el transporte celular.

1.5.3. Localizacidn extracelular de PREP

Se han descrito varias actividades similares a PREP en diferentes
liquidos extracelulares como en el suero (Goosens y cols., 1992), en la
orina (Quinto y cols., 2000), en el liquido cerebroespinal (Momeni y
cols., 2003) y también en el liquido seminal (Siviter y Cockle, 1995;
Valdivia y cols., 2004). Sin embargo, PREP encontrada en suero es la
que ha suscitado un mayor interés desde que se detectaron, en este
fluido, niveles diferentes de la enzima en trastornos psiquiatricos como
la depresidn, conducta maniaca, esquizofrenia, trastornos de la
alimentacion y cuadros de ansiedad (Garcia-Horsman y cols., 2007a).

En la actualidad se desconoce de donde proviene PREP extracelular y
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resulta paraddjico que, estando sus sustratos localizados principalmente
en este espacio, la mayor parte de la enzima se localice en el citoplasma
(Brandt y cols., 2007). Su presencia en el espacio extracelular podria
deberse a una liberacidn de la enzima a ese espacio por un mecanismo
desconocido (Ahmed y cols., 2005). En estudios realizados en ovejas se
ha visto que PREP extracelular es liberada de los vasos del cerebro
pudiendo ser ésta la principal fuente de PREP encontrada en el suero
(Lawrence y cols., 1992).

Estudios basados en la medicidn de la actividad de PREP presente en el
suero bovino han mostrado que Gnicamente el 50% de la actividad total
es sensible al inhibidor especifico de PREP, ZPP, y que ambas
actividades podian separarse mediante cromatografia. La fraccién
resistente al inhibidor fue nombrada ZIP (Birney y O"Connor, 2001),
como ya se ha descrito anteriormente al hablar de las enzimas

alternativas a PREP.

1.6.  Enzimologia de PREP

Ademaés de la actividad proteolitica, PREP esta dotada de un sistema
que impide el acceso de péptidos de més de 30 aminoacidos como se

expuso al hablar de su estructura.

A continuacion se hara un breve resumen de los sustratos de PREP
descritos hasta la fecha asi como de sus inhibidores, cuatro de los cuales
(ZPP, JTP-4819, KYP-2047 y Fluo-JTP) se han utilizado en la

realizacién de los experimentos de esta tesis.

1.6.1. Sustratos de PREP

La selectividad de PREP por determinados oligopéptidos fue descrita

por primera vez por Camargo y cols. en 1979.
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A priori, todos los péptidos naturales con menos de 30 aminoacidos y
que incluyen un residuo de prolina interno, son sustratos potenciales de
PREP (Garcia-Horsman y cols., 2007a).

Garcia-Horsman y cols. (2007a) han recopilado todos los péptidos
bioactivos conocidos hasta el momento, los cuales contienen al menos
una prolina interna y son cortados por PREP (ver la tabla 1).

Tabla 1. Péptidos de pequefio tamafio (< 30 aminoacidos) que contienen en su

secuencia una prolina susceptible de la digestion por PREP vy el tipo de evidencia de la

digestion (in vitro o in vivo).
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Sustrato Secuencia Tipo de
evidencia®
Sustancia P R-P-K-P-Q-Q-F-F-G-L-M A B, C,
D). E, F
TRH PQ-H-P-NH; A D)
GnRH pQ-H-W-S-Y-G-L-R-P-G-NH A B, C,
D), E, F
Arginina-vasopresina C-Y-F-Q-N-C-P-R-G A DEF
Angiotensina | D-R-V-Y-I-H-P-F-H-L A
Angiotensina 1 D-R-V-Y-I-H-P-F A, B(t), C,
D
Angiotensina I11 R-V-Y-I-H-P-F A
Angiotensina IV R-V-Y-I-H-P-F A
Bradiguinina R-P-P-G-F-S-P-F-R A, B(t), G
Oxitocina C-Y-1-Q-N-C-P-L-G-NH A
B-Endorfina Y-G-G-F-M-T-S-E-K-S-Q-T-P-L-V-T-L- A
F-K-N-A-l-1-K-N-A-Y-K-K-G-E
Neurotensina pQ-L-Y-E-N-K-P-R-R-P-Y-I-L A
a-MSH S-Y-S-M-E-H-F-R-W-G-K-P-V-NH, D(t)
B-Casomorfiina Y-P-F-P-F-P-1 A
LVV-hemorfina-7 L-V-V-Y-P-W-T-Q-R-F C
Morficetina Y-P-F-P-NH; A
Urotensina Il D-T-P-D-C-F-W-K-Y-C-V A
Octadecaneuropéptido Q-A-T-V-G-D-V-N-T-D-R-P-G-L-L-D- A
ODN L-Ky
Humanina M-A-P-R-G-F-S-C-L-L-L-L-T-S-E-I-D- A
L-P-V-K-R-R-Ay
Endomorfina-1 Y-P-W-F-NH; n.e.
Endomorfina-2 Y-P-F-F-NH, n.e.
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Tabla 1. Continuacion.

Sustrato Secuencia Tipo de
evidencia®

Enquelitina F-A-E-P-L-P-S-E-E-E-G-E-S-Y-S-K-E- n.e.
V-P-E-M-E-K-RY-G-G-F-M-OH

Tyr-MIE-1 Y-P-L-G-NH n.e.

Tyr-W-MIE-1 Y-P-W-G-NH, n.e.

Dinorfina A Y-G-G-F-L-R-R-1-R-P-K-L-K-W-D-N-Q n.e.

Galanina G-W-T-L-N-S-A-G-Y-L-L-G-P-H-A-V- n.e.
G-N-H-R-S-F-SD-K-N-G-L-T-S

Neuromedina N K-1-P-Y-L ne.

Neuromedina U Y-K-V-N-E-Y-Q-G-P-V-A-P-S-G-G-F- ne.
F-L-F-R-P-R-NNH;,

Kinetensina I-A-R-H-P-Y-F-L n.e.

Orexina R-S-G-P-G-L-Q-G-RL-Q-R-L-L-Q-A-S- ne.
G-N-H-A-A-G-IL-T-M-NH,

Somatostatina S-A-N-S-N-P-A-M-A-P-R-E-R-K-A-G- n.e.
C-K-N-F-F-W-KT-F-T-S-C

Factor de necrosis L-P-Q-1-E-N-V-K-G-T-E-E n.e.

tumoral P55

Factor de necrosis S-M-A-P-G-A-V-H-L-P-Q-P n.e.

tumoral P75

B-MSH D-F-D-M-L-R-C-M-L-G-R-V-Y-R-P-C- n.e.
W-Q-V

Hormona concentradora  D-F-K-K-D-E-G-P-Y-R-M-E-H-F-R-Y- ne.

de melanina G-S-P-P-K-D

Tuftsina T-K-P-R n.e.

Péptido precursor de K-R-Q-H-P-G-K-R n.e.

TRH

Gastrina pE-G-P-W-L-E-E-E-E-E-A-Y-G-W-M-D- N

F-NH

Componentes modelo para el ensayo de actividad

Suc-Gly-Pro-AMC

Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC

Suc-Ala-Pro-pNA
Z-Ala-Pro-4MbNA
Z-Gly-Pro-AMC
Z-Gly-Pro-bNA
Z-Gly-Pro-pNA
Z-Gly-Pro-Ala-OH
Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-OH
Z-Lys-Pro-4MbNA

Pyr-His-Pro-4NA
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Los puntos de corte aparecen en negrita.

2 A, digestion mediante PREP purificada; B, digestién a partir de extractos crudos de
tejido; C, digestion sensible a inhibidores de PREP a partir de extractos crudos de tejido;
D, modulacién de los niveles de péptidos mediante inhibidores de PREP in vivo; E, efecto
peptidico potenciado mediante inhibidores de PREP in vitro; F, efecto peptidico
potenciado mediante inhibidores de PREP in vivo; G, modulacién genética de PREP
mediante péptidos o anéalogos; (t) tejido o dependiente del tipo celular; N, péptido
resistente a PREP; n.e., no se encontré registro. Tabla modificada a partir de la tabla de
Garcia-Horsman y cols. (2007a).

Muchos de estos sustratos se han identificado mediante estudios
realizados in vitro a partir de extractos crudos de tejido, enzimas
purificadas a partir de tejidos o enzimas recombinantes. Se desconoce si
la informacion obtenida de estos estudios se corresponde a lo que

sucede in vivo (Garcia-Horsman y cols., 2007a).

A algunos de estos sustratos se les ha atribuido un papel importante en
el cerebro (Bennett y cols., 1997; Tanabe y cols., 1997; Tanabe y cols.,
1999; Morain y cols., 2002).

Ademas de estos péptidos, Brandt y cols. (2005) sugirieron la o-
sinucleina, una proteina presente en los cuerpos de Lewy tan
caracteristicos en la enfermedad de Parkinson, como otro posible
sustrato de PREP basdndose en experimentos en los que se utilizd
PREP recombinante para tratar un extracto peptidico procedente del
cerebro entero de cerdo. A pesar de que no se pudo detectar la hidrolisis
de la forma madura de la o- sinucleina por PREP, si se obtuvieron datos
gue mostraban un aumento de la agregacion de esta molécula en
presencia de la enzima, proceso, a su vez sensible a ZPP y a mutaciones
que inactivaron PREP (Brandt y cols., 2008). Brandt y cols. (2008) no
detectaron ninguna actividad de la peptidilprolil isomerasa en PREP

que pudiera modificar la conformacion de la a-sinucleina.
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Todos estos datos adquieren suma importancia a fin de descubrir
nuevos sustratos de PREP que ayuden a esclarecer la funcion de PREP
en el cerebro.

1.6.2. Inhibidores especificos de PREP

Desde la publicacion de Yoshimoto y cols. a finales de los afios 80 en la
que se vio que algunos inhibidores de PREP, como el ZPP (Wilk, 1983)
eran capaces de revertir la pérdida de memoria inducida por la droga
amnésica escopolamina, se ha abierto una intensa investigacion
encaminada al disefio de nuevos inhibidores especificos de esta enzima
y estudiar su posible utilizacién en el tratamiento de las deficiencias
cognitivas  asociadas al envejecimiento y/o  enfermedades
neurodegenerativas (Yoshimoto y cols., 1987; Toide y cols., 1995b;
Shinoda y cols., 1996; Toide y cols., 1997a; Bellemere y cols., 2003;
Mannistd y cols., 2007). La capacidad de mejorar la capacidad
cognitiva atribuida al ZPP, también ha sido confirmada por otros
autores al utilizar otros inhibidores (Atack y cols., 1991; Portevin y
cols., 1996). EI ONO-1603, JTP-4819 y S-17092-1 han sido descritos
como potenciadores cognitivos y algunos de ellos son objeto de estudio
farmacocinético e incluso se encuentran en la fase clinica si bien
todavia no ha sido registrado su uso como drogas (Katsube y cols.,
1996; Toide y cols., 1997b; Umemura y cols., 1997; Miyazaki y cols.,
1998; Katsube y cols., 1999; Shinoda y cols., 1999; Morain y cols.,
2000; Morain y cols., 2002).

Probablemente, el aumento de la capacidad cognitiva atribuida a los
inhibidores de PREP pudiera deberse a un aumento de los niveles de
neuropéptidos en el cerebro, al impedir que éstos fueran degradados por
PREP (Miura y cols., 1995; Toide y cols., 1995b; Shinoda y cols.,
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1996; Bellémere y cols., 2003). Sin embargo, también hay otros autores
que no han detectado este aumento (Jalkanen y cols., 2007; Mannisto y
cols., 2007). En referencia a esto Gltimo, estudios inmunohistoquimicos
han mostrado una baja colocalizacién de PREP y la sustancia P en todo
el cerebro, por lo que la hidrélisis de este péptido por la enzima parece

poco probable (My6hanen y cols., 2008c).

A pesar de estos resultados controvertidos acerca del papel de PREP en
la regulacion y control de los niveles de neuropéptidos, probablemente
la enzima tenga alguna otra funcion sobre éstos, distinta a su
degradacidn, dado que la presencia de PREP en la hendidura sinaptica
todavia no ha sido confirmada. Pero parece que la funcion de PREP en
el cerebro no reside Unicamente en la regulacion de los niveles de

ciertos neuropéptidos.

Miura y cols. (1997) determinaron que los inhibidores de PREP eran
capaces de promover la transmision sinéptica en el hipocampo de ratas,
mientras que Shishido y cols. (1999) atribuyeron a estos inhibidores la
capacidad de proteccién de las neuronas frente a la muerte por

isquemia.

La mayoria de todos estos inhibidores son analogos estructurales de
sustratos de PREP vy su disefio esta basado en la preferencia que tiene
esta enzima en cortar en el extremo carboxi-terminal de un residuo de
prolina interno o un analogo de la misma, preferentemente cuando se
sitla en los sitios P1 y P2 (ver la tabla 2) (Wallén y cols., 20023;
Wallén y cols., 2002b; Wallén y cols., 2003a; Wallén y cols., 2003b;
Venaldinen y cols., 2004b; Jarho y cols., 2005; Venéldinen y cols.,
2006; Garcia-Horsman vy cols., 2007a; Jarho y cols., 2007; Méannisto y
cols., 2007).

La naturaleza del grupo de sustitucion en el sitio P1 del anillo de
pirrolidina se ha visto que es crucial para que el inhibidor se una al sitio

activo de PREP. La sustitucion de grupos de naturaleza electronegativa,
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tales como el grupo aldehido, hidroxiacetil o ciano en el sitio P1
aumenta la potencia del inhibidor varias veces y, en muchos casos, los
valores de la constante de inhibicién (K;) se mantienen en el rango sub-
nanomolar. Los estudios cinéticos realizados revelaron que estos grupos
electronegativos producian una inhibicién de la enzima de larga
duracién in vitro, siendo la constante de disociacién del complejo
enzima-inhibidor de horas (Bakker y cols., 1990).

Ademas de los inhibidores sintetizados mencionados anteriormente,
también han habido grupos que han tratado de aislar y analizar
inhibidores a partir de fuentes naturales como del micelio de
Microbispora sp. (Esumi y cols., 2002), del vino tinto procedente de
uvas Cabernet Sauvignon (Yanai y cols., 2003) y del Ginkgo biloba
(Lee y cols., 2004). Recientemente, Marques y cols. (2010) han
descubierto que ciertos flavonoides de la planta Scutellaria racemosa

Pers se comportan como inhibidores de PREP.

Barelli y cols. (1999) han descrito a S-17092-1 como un inhibidor
especifico de PREP que no inhibe a otras peptidasas como la
Aminopeptidasa M y la Dipeptidilpeptidasa IV, entre otras.

Se han disefiado inhibidores fluorescentes de PREP a fin de poder
localizarlo a nivel subcelular y poder asi dilucidar qué funciones ejerce

a este nivel (Vendléinen y cols., 2005; Mydhanen y cols., 2007).
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Tabla 2. Propiedades cinéticas de los inhibidores de PREP. *EI, complejo enzima-
inhibidor. Tabla adaptada de Mannistd y cols. (2007).

Compuesto Potencia y duracion de la inhibicion

P2 Pl
ICs0=0.83nM Exvivo: varias horas
JTP-4819 O\,NTQYQ’,\O Ki =0.055 nM
@ ¢ d

Ki=15nM Vida media en plasma>10h
$-17092

Z-Pro-Prolinal Q/ Ki=0.35nM Vida media El* 4,8 h
OT 3
o ; :

ICso=72nM VidamediaEl*1,8 h
Ki=0.97nM  Exvivo: varias horas

Q Ki=0.023nM Vida media El*4.,8 h
KYP-2047 {%{N GN Exvivo: varias horas
ZTTA E( i ( N
O\/C‘ N%(N_z’ Ki=29 uM
T d CH(RCH),
7391 ©:>-\“,€%r@ ICso=10nM Vida media en plasma 1,8 h
5 4

Y-29794

SUAM-1221

Ki=0.95nM Exvivo: varias horas
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1.7. PREP en procesos fisioldgicos y patoldgicos.

Se piensa que PREP podria estar implicada en muchos y muy diversos
procesos fisiologicos, dado que se encuentra distribuida ampliamente en
todo el organismo y posee la capacidad de digerir muchos péptidos
bioactivos in vitro. De acuerdo con esto, algunas de las posibles
funciones de PREP podrian centrarse en la division celular,
diferenciacion, transduccién de sefiales y otros procesos implicados en
el aprendizaje, memoria y desérdenes psiquiatricos. Sin embargo, la
relevancia de PREP en dichas funciones todavia no ha sido esclarecida
(Garcia-Horsman y cols., 2007a). En la actualidad existen algunos
grupos centrados en determinar qué funcién ejerce PREP en los
procesos en los que, mas probablemente, la enzima podria encontrarse
implicada. A continuacion se hard una sintesis de las funciones
atribuidas a PREP a nivel del cerebro, ya que todo lo expuesto a
continuacion justifica la necesidad de los experimentos realizados en

esta tesis.

1.7.1. Desarrollo y envejecimiento

Existen datos que evidencian una implicacién de PREP en el desarrollo
neuronal. Se ha descrito un aumento de los niveles de la actividad de
PREP durante los primeros dias del nacimiento, los cuales disminuyen
durante las primeras semanas de la adultez (Dauch y cols., 1993;
Yamanaka y cols., 1999), lo que apunta la necesidad de esta enzima

durante el desarrollo del feto.

Los cambios de la actividad de PREP durante el desarrollo podrian ser
fisiolégicamente relevantes, dado que el periodo en el que se ha
registrado un aumento de la actividad de PREP coincide con el
momento de la diferenciacion neuronal de cultivos primarios de

neuronas de la corteza cerebral (Szappanos y cols., 1994). Todavia no
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ha sido totalmente esclarecido el mecanismo por el cual se observa un
aumento general de la actividad de PREP durante la diferenciacion
neuronal, hecho que justifica la necesidad de los experimentos que se

han realizado en esta tesis.

Se ha encontrado que PREP colocaliza con GAP 43 (neomodulina), una
proteina asociada al crecimiento y cuyos niveles de expresion aumentan
en los conos de crecimiento neuronal, por lo que PREP podria estar
jugando un papel a ese nivel (Di Daniel y cols., 2006). La relacion de
PREP y GAP 43 esta reforzada por el hecho de que los ratones que no
pueden expresar PREP presentan alteraciones en los conos de
crecimiento, restaurandose el fenotipo normal cuando se restaura la
capacidad de expresar la enzima tanto nativa como cataliticamente
inactiva en estos ratones, por lo que la actividad peptidasa de PREP no
es requerida en la dindmica de los conos de crecimiento (Di Daniel y
cols., 2009).

Por otra parte, los andlisis de micromatrices de ADN han mostrado que
en ratones longevos, la expresion de PREP se encuentra aumentada
once veces en el hipotdlamo si se compara con los niveles registrados
en los ratones jovenes (Jiang y cols., 2001). Sin embargo, tal efecto no
parece ser homogéneo a lo largo de las diferentes areas del cerebro, ya
gue ni los niveles de proteina PREP ni los de su actividad se ven
aumentados ni disminuidos en la corteza o en el cerebelo en los ratones
de edad avanzada,al compararlos con los ratones jovenes (Jiang y cols.,
2001). Por otra parte, tanto los niveles de la actividad de PREP como
los de su proteina aumentan hasta dos veces en el hipocampo de ratones
longevos (Rossner y cols., 2005). EI mantenimiento de los niveles de la
actividad de PREP también se ha observado en drganos como el higado,
rifidn y corazén a excepcion de lo que ocurre en el pulman, en el cual se
ha descrito un aumento ligero de la actividad de PREP en ratones de

edad avanzada (Agirregoitia y cols., 2003a).
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Con todo esto, parece que PREP podria jugar un papel en el desarrollo -
mediante un mecanismo todavia desconocido- dado que se ha detectado
un aumento de su actividad durante el desarrollo de diferentes éareas
cerebrales que coincide con el momento de su diferenciacion. Sin
embargo, este aumento de la actividad de PREP s6lo en determinadas
areas del cerebro durante el envejecimiento, podria sugerir alguna otra

funcién de la enzima en el proceso de senescencia.

1.7.2.  Muerte celular y neurodegeneracion

Los ratones transgénicos tg 2576 que sobreexpresan la isoforma de 695
aminoéacidos del B-amiloide humano, caracteristica de las formas no
esporadicas de la enfermedad de Alzheimer, presentan dificultades en el
aprendizaje y la memoria cuando alcanzan los 9-10 meses de edad.
Asimismo, un aumento de hasta cinco veces de los niveles de BA (1-40)
y catorce veces de los de BA (1-42/43) también se relaciona con un
déficit en estos dos procesos (Hsiao y cols., 1996). Los estudios
realizados con estos animales mostraron que los ratones transgénicos tg
2576 adultos tenian niveles de la actividad de PREP aumentados con
respecto a los ratones no transgénicos. La actividad de PREP en el
hipocampo del ratén transgénico adulto era tan alta como la detectada
en los ratones controles en edad avanzada, pero una vez los ratones
transgénicos eran longevos, los niveles de actividad no se diferenciaban
de la de los ratones control. Este “envejecimiento acelerado” de los
ratones transgénicos tg 2576, en lo que se refiere a la actividad de
PREP, no tenia lugar ni en la corteza ni en el cerebelo, indicando una
modulacion selectiva de esta actividad en el hipocampo mediante
péptidos B-amiloide solubles/oligoméricos o fibrilares en la fase previa
a la formacion de placas. En correlaciéon a esto, también se ha
demostrado que el aumento de la expresion de PREP en el hipocampo

de ratones transgénicos tg 2576 anterior a la aparicion de las placas de
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B-amiloide, tiene lugar de forma paralela a la pérdida de memoria
(Rossner y cols., 2005; Schulz y cols., 2005). El hecho de que un
aumento de PREP esté asociado a la discapacidad cognitiva ha sido
corroborado por Rampon y cols. (2000), ya que determinaron que los
niveles de ARNm de PREP se encontraban disminuidos méas de dos
veces en el cerebro de ratones tras exponerlos a un ambiente

enriquecido que promoviera el aprendizaje y la memoria.

Se ha visto que inhibidores de PREP tienen la capacidad de reducir
tanto el nimero como la densidad de las placas de B-amiloide en el
hipocampo de ratones con “senescencia acelerada”, mencionada
anteriormente (Kato y cols., 1997). Asimismo, también tienen la
capacidad de aumentar la viabilidad celular tanto en la corteza cerebral

como en cultivos de cerebelo (Katsube y cols., 1999).

En consonancia con estos datos, cabe afiadir que se ha publicado que
diversos inhibidores de PREP aumentan el estado cognitivo y estan
siendo investigados como futuros farmacos en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (Toide y cols., 1997b; Shinoda y cols., 1999)
y Parkinson (Schneider y cols., 2002). Incluso algin inhibidor, como es
el caso del S17092-1, esta siendo utilizado en estudios de fase | (Morain
y cols., 2000; Morain y cols., 2002).

Todavia no se ha encontrado ninguna vinculacién clara de PREP con la
muerte neuronal. Los efectos protectores de los inhibidores de PREP
varian dependiendo del inhibidor y el sistema experimental utilizado
(Ménnisto y cols., 2007). Todo ello incita a la necesidad de disefiar
nuevos experimentos que ayuden a esclarecer qué funcion ejerce PREP
en la muerte neuronal, y cuél es el mecanismo y las condiciones en las
gue sus inhibidores podrian utilizarse como farmacos en el tratamiento

de algunas enfermedades neurodegenerativas en el futuro.
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1.7.3. PREP y las enfermedades asociadas a trastornos del
humor: la relacion de PREP con el insitol trifosfato (I1Ps).

Los cambios en la actividad total de PREP en el suero han sido
asociados con varios trastornos psiquicos desde que varios
neuropéptidos sustratos de la enzima se han visto alterados en estas
enfermedades (Maes y cols., 1994). Se ha descrito que los niveles bajos
de la actividad de PREP en el suero se asocian a la depresion,
estableciéndose una relaciéon inversamente proporcional entre los
niveles de la actividad y la gravedad del cuadro depresivo. De este
modo, cuanto mas baja es la cantidad de actividad de PREP en el suero,
mayor es la melancolia que experimentan los pacientes (Maes y cols.,
1994).

Por otra parte, en otros trastornos psiquicos como en el cuadro
maniaco-depresivo y en el trastorno bipolar (descritos en pacientes no
tratados) los niveles de la actividad de PREP sérica estan aumentados.
Tanto el farmaco antidepresivo fluoxetina como el antimaniaco
valproato, restablecen los niveles de PREP a los valores encontrados en
sujetos normales (Maes y cols., 1995). Estos descubrimientos apoyan la
hipotesis de que los bajos niveles de la actividad de PREP podrian jugar
un papel en la fisiopatologia de la depresidn, mientras que un aumento
de los mismos podria estar relacionado con los cuadros psicéticos como
la mania y el trastorno bipolar (Maes y cols., 1995, Harwood, 2003;
Harwood y Agam, 2003; Cheng y cols., 2005).

En la actualidad existen dos hipotesis principales acerca de como
influye la actividad de PREP en el estado fisiol6gico. La primera hace
referencia a los sustratos de PREP, ya que algunos como la hormona
liberadora de tirotripina y la arginina-vasopresina se encuentran
implicados en la fisiopatologia de la depresién y la sustancia P,
neurotensina y arginina-vasopresina en la esquizofrenia (Berger y cols.,

1986; Prange y cols., 1987). Por tanto, las alteraciones en la actividad
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de PREP podria modular la emocion y la respuesta al estrés
produciendo cambios en la concentracion de neuropéptidos activos
implicados en los procesos. La otra hipétesis deriva de estudios de
cribado realizados en 30.000 células de Dictiostelium, en las que se
habia interrumpido el gen que codificaba para PREP, viéndose que esta
enzima guardaba una relacion inversa con la molécula mediadora de
sefial IP; (Williams y cols., 1999; Williams y cols., 2002; Williams y
cols., 2005), haciendo que la mutante carente de PREP en Dictiostelum
fuese resistente a los efectos toxicos del litio. La relacién inversa de
PREP con el IP; fue descrita también por Schulz y cols. (2002), al
mostrar que los inhibidores de PREP o el ARN antisentido de prep
aumentaban los niveles de IP; en cultivos celulares. Por tanto, PREP
podria ejercer un papel importante en el cerebro a nivel fisioldgico, bien
modificando los niveles de ciertos neuropéptidos o bien participando,

de forma mas o menos directa, en vias de sefializacién celular.

1.7.4. PREP vy otros procesos patolégicos como la
hipertension, la inflamacion, la enfermedad celiaca y la

esclerosis multiple.

Existen trabajos que han sugerido una posible implicacion de PREP en
la hipertension, ya que la enzima es capaz de cortar el enlace peptidico
prolina-7-fenilalanina-8 de la angiotensina | y de la angiotensina Il
(Chappell y cols., 1990; Welches y cols., 1993). Ademas se ha visto una
correlacion positiva entre la actividad de PREP y la enzima
convertidora de angiotensina en pacientes con hipertension, y la
actividad de PREP en estos pacientes era mucho mas alta en la corteza
renal que en otros tejidos- lo que apoya la posible implicacion de PREP
en el sistema renina-angiotensina (Goosens y cols., 1996). Se ha visto
que PREP esta implicada en la liberacion de N-acetil-seril-aspartil-lisil-

prolina (Ac-SDKP), un tetrapéptido con propiedades antifibroticas y
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que es hidrolizado casi exclusivamente por la enzima convertidora de
angiotensina (Peng y cols., 2001; Rhaleb y cols., 2001a; Rhaleb y cols.,
2001b; Cavasin y cols., 2004; Myo6hanen y cols., 2011). Los niveles de
Ac-SDKP aumentan proporcionalmente tras la administracion de
timosina-p, exdgena, e inhibidores de PREP son capaces de revertir este
aumento. Dado que la timosina-B4 posee 43 aminoécidos, ésta debe ser
hidrolizada por otras peptidasas previamente a que sea hidrolizada por
PREP vy se libere el péptido Ac-SDKP del extremo amino-terminal de
la timosina-B4. Si bien los inhibidores de ACE aumentan los niveles de
este tetrapéptido, al administrarlos conjuntamente con inhibidores de
PREP, se evita la acumulacion de Ac-SDKP, por lo que los inhibidores
de PREP podrian convertirse en agentes terapéuticos en la hipertensién

en un futuro (Cavasin y cols., 2004).

Recientemente, se ha propuesto que PREP podria actuar como un
modulador de la respuesta inflamatoria (Gaggar y cols., 2008). Esta
respuesta implica la formacion del péptido acetilado en el nitrégeno alfa
de prolil-glicil-prolina (N-a-PGP), procedente de la matriz extracelular
y muy probablemente mediado por la accién de PREP. Posteriormente
seria desacetilada a prolil-glicil-prolina, la cual posee una capacidad
quimioatrayente sobre los neutrdfilos tanto in vitro como in vivo
(Weathington y cols., 2006). Ademas, se ha visto que los neutréfilos
humanos en sangre periférica expresan PREP activa de forma
constitutiva (O"Reilly y cols., 2009). La capacidad pro-inflamatoria de
PREP abre nuevas puertas al disefio de inhibidores capaces de revertir
este proceso inflamatorio sugiriendo, en un futuro, su aplicacion bien en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas que cursen con
neutrofilia o bien como biomarcadores de estudios de evolucion de

estas enfermedades.

Muchos péptidos derivados del gluten inducen una respuesta

inflamatoria mediada por las células T en enfermos con enfermedad
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celiaca, causando la destruccion de las vellosidades intestinales
(Arentz-Hansen y cols., 2002). El Unico tratamiento efectivo para la
enfermedad es seguir una dieta exenta de gluten. Estos péptidos son
ricos en prolina y glutamina, asi como altamente resistentes a la accién
de las enzimas gastricas, lo que potencia su toxicidad. Se ha propuesto
que ciertas peptidasas especificas de prolina podrian degradar estos
péptidos inmunoactivos caracteristicos de la enfermedad celiaca en
individuos genéticamente susceptibles. Se ha sugerido, que Ila
suplementacion con la enzima Dipeptidil peptidasa IV (Hausch y cols.,
2002), dipeptidil carboxipeptidasa (Hausch y cols., 2002) o PREP
(Piper y cols., 2004; Gass and cols., 2005; Marti y cols., 2005) podria
reducir o eliminar dichos péptidos del intestino, contribuyendo al
tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, existen resultados
controvertidos acerca de las dosis de PREP efectivas en la degradacion
de los péptidos de gliadina. Mientras que Matysiak-Budnik y cols.
(2005) determinaron que exposiciones prolongadas a PREP disminuian
la efectividad detoxificante frente a los péptidos de gliadina, Khosla y
cols. (2005) encontraron que Unicamente PREP era efectiva en la
digestion de péptidos tdxicos cuando se encontraba en dosis altas. El
hecho de que la concentracion de dichos péptidos no disminuyera
podria deberse a la inactivacion de otras proteasas esenciales para la

que la degradacién fuera completa.

Recientemente, Tenorio-Laranga y cols. (2010) han encontrado niveles
bajos de PREP sérica en pacientes reincidentes de esclerosis multiple
(EM) al compararlos con pacientes sanos. Ademaés, este hecho estd
relacionado con la edad y el grado de discapacidad que presentan los
enfermos. Asimismo, esta actividad disminuida puede ser revertida por
agentes reductores, sugiriendo que la inactivacion de PREP podria
deberse a la presencia de un ambiente oxidativo en el plasma de estos

pacientes.
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2. ESTUDIO DE LA DIFERENCIACION NEURONAL.
2.1. El papel de PREP en la diferenciacion neuronal.

Son varios los trabajos que apuntan la participacion de PREP en la
diferenciacion celular. Se ha encontrado un aumento considerable de la
actividad de esta enzima durante el desarrollo del cerebro de la rata
(Fuse y cols., 1990; Agirregoitia y cols., 2003b), asi como durante la
diferenciacion de cultivos primarios de células de la corteza cerebral de
la rata (Szappanos y cols., 1994). Ademas, dicho incremento no se
limita unicamente durante el desarrollo y diferenciacion neuronal, sino
que también se ha observado durante el desarrollo de otros drganos
(Fuse y cols., 1990; Yamakawa Yy cols., 1994; Matsubara y cols., 1998;
Kimura y cols., 2002).

También se ha encontrado que la actividad de PREP se incrementa en la
activacion de macrofagos (Olivo y cols., 2005) y que esta enzima juega
un papel importante en la diferenciacion de los discos imaginales de

Sarcophaga peregrina (Ohtsuki y cols., 1997).

¢A qué se debe este aumento en la actividad de PREP en los procesos
de diferenciacion anteriormente citados? ;Qué funcién ejerce PREP
durante el proceso? En la actualidad no se dispone de datos suficientes
que respondan a estas preguntas. Resulta interesante, que dicho
aumento haya tenido lugar durante los primeros dias de la
diferenciacion por lo que PREP podria tener alguna funcién en el
desarrollo rapido y fasciculacion de las neuritas, asi como en la
formacion de agregados neuronales (Kato y cols., 1980; Fuse y cols.,
1990; Szappanos y cols., 1994). Esta hip6tesis viene apoyada por el
hecho de que una vez las neuronas se encuentran maduras, la actividad
de PREP solo aumenta ligeramente (Szappanos y cols., 1994) o
disminuye (Kato y cols., 1980; Fuse y cols., 1990; Agirregoitia y cols.,
2003b). De forma contraria, en animales con edad avanzada también se

ha encontrado un aumento considerable de la actividad (Jiang y cols.,
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2001; Agirregoitia y cols., 2003b). He aqui resultados controvertidos
que apuntan la necesidad de desarrollar otros experimentos que ayuden
a esclarecer el papel de PREP durante el desarrollo y diferenciacion

neuronal.

Muy probablemente, PREP podria participar en la hidroélisis de ciertos
péptidos necesarios en el desarrollo de las neuritas (Kato y cols., 1980)
e incluso en la muerte celular por envejecimiento (Agirregoitia y cols.,
2003b), lo que justificaria los incrementos puntuales en la actividad
durante estos dos procesos, mientras que en la maduracion se

mantuvieran constantes.

Dado pues que parece ser que la actividad de PREP se encuentra
regulada durante el proceso de diferenciacién, maduracién y
envejecimiento (Fuse y cols., 1990; Agirregoitia y cols., 2003b) de
neuronas, resultaria de gran importancia demostrar que en otros
modelos celulares -como lo son los cultivos primarios de celulas
granulares de cerebelo y células SH-SYS5, de neuroblastoma humano,
diferenciadas con &cido retinoico-, los niveles de PREP responden a
cambios en el estado de desarrollo de las células. Asi mismo, seria de
gran trascendencia conocer en qué rutas podria estar participando PREP
durante el proceso de diferenciacién. Son precisamente estos dos puntos
algunos de los objetivos que se han pretendido alcanzar con en esta
tesis.

2.2. Los cultivos primarios de las células granulares de cerebelo

como modelo de diferenciacion y envejecimiento neuronal.

Las células granulares se encuentran formando las capas granulares de
varias estructuras cerebrales como el cerebelo, el giro dentado del
hipocampo, la capa superficial del nucleo coclear dorsal y el bulbo
olfatorio. Particularmente en el cerebelo, esta capa granular es conocida
como capa 3, y es la més interna de la corteza del cerebelo. La capa

media estd constituida por células de Purkinje y la mas externa es
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[lamada capa molecular. Son muchos los trabajos que han recurrido a
los cultivos primarios de células granulares a fin de estudiar los
mecanismos que tienen lugar durante la diferenciacion vy
envejecimiento neuronal. La importancia del estudio de estas células
radica en el hecho de que comprenden la mayor poblacién de neuronas
del cerebro de vertebrados (Ito, 1984; Contestabile, 2002). Estas
neuronas utilizan como principal neurotransmisor el glutamato y
expresan diversos receptores de glutamato como los N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Garthwaite y cols., 1986; Burgoyne y Cambray-
Deakin, 1988). Durante el desarrollo del cerebelo, las células granulares
se generan en la capa germinal externa, donde se diferencian y migran a
la capa granular interna para, finalmente, ser inervadas por los axones
de las fibras musgosas aferentes (Altman, 1972; Ryder y Cepko, 1994).
A su vez, las células granulares inervan a las células de Purkinje (Ito,
1984). Durante dicha migracion, las células granulares requieren
impulsos excitatorios para su desarrollo y diferenciacion. De otro modo,
mueren por apoptosis (Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988; Wood y
cols., 1993). Los cultivos primarios de células granulares constituyen el
modelo in vitro més utilizado para estudiar la mayoria de los aspectos
relacionados con el desarrollo y diferenciacién, neurobiologia funcional
y patolégica en una poblacién bastante homogénea de neuronas -ya que
se estima que mas del 90% de las células presentes en el cultivo son
células granulares (Savill y cols., 2005)-. Ademas, poseen muchas de
las propiedades caracteristicas de las células granulares en desarrollo in
vivo (Lasher y Zagon, 1972; Fischer, 1982; Gallo y cols., 1987a; Balazs
y cols., 1988c; Contestabile, 2002; Vaudry y cols., 2003; Rios y cols.,
2004). Las células granulares neuronales pueden cultivarse in vitro
durante varias semanas si se mantienen en condiciones despolarizantes;
bien en presencia de altas concentraciones de potasio (K*, 25 mM)
(Gallo y cols., 1987a) o bien si son expuestas a aminoacidos excitantes

como el glutamato o el NMDA (Balazs y cols., 1988c). La
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despolarizacion de las células granulares de cerebelo que tiene lugar en
presencia de altas concentraciones de KCI, aumenta la concentracion de
Ca'? intracelular ([Ca*®]}) mediada por canales de Ca*™ voltaje-
dependientes (Gallo y cols., 1987a). La sefializacién por Ca** es muy
similar a algunos mecanismos de sefializacion implicados en los
procesos de proliferacion, diferenciacion y migracion de las células
granulares de cerebelo in vivo (Gallo y cols., 1987a; Balazs y Hack,
1990). Por otra parte, las células granulares de cerebelo diferenciadas
expresan receptores NMDA de glutamato tras una semana del cultivo,
por lo que estas células representan un modelo adecuado para llevar a
cabo estudios con estos receptores durante su diferenciacion (Ring y
Tanso, 2007).

Se han identificado numerosas moléculas implicadas en la
proliferacion, migracion y formacion de sinapsis en células granulares
durante el desarrollo del cerebelo en vertebrados, aunque los
mecanismos moleculares no han sido todavia dilucidados (Hatten y
Heintz, 1995; Komuro y Rakic, 1998; Miyata y cols., 1999; Wechsler-
Reya y Scott, 1999; Hall y cols., 2000; Scheiffele y cols., 2000; Solecki
y cols., 2001; Rios y cols., 2004).

Por todo lo expuesto en este apartado se decidi6 llevar a cabo el estudio
de la posible implicacion de PREP en los procesos de diferenciacion,
maduracion y envejecimiento neuronal utilizando para ello los cultivos

primarios de células granulares de cerebelo.

2.3. Las células SH-SY5Y de neuroblastoma humano como un
modelo neuronal de utilidad.

La linea celular SH-SY5Y es una sub-linea celular procedente de la
triple clonacidn de las células SK-N-SH procedentes de una biopsia de
médula espinal de un paciente con neuroblastoma a principios de los
afios setenta (Biedler y cols., 1973). Esta linea celular ha sido utilizada

como modelo de neuronas desde principios de los ochenta, dado que
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estas células conservan muchas propiedades bioquimicas y funcionales
propias de las neuronas (Ross y cols., 1983). La linea celular SK-N-SH
contiene células con tres fenotipos diferentes: tipo neuronal o N, tipo
Schwann o S y el intermediario o tipo | (Joshi y cols., 2006). La linea
celular SH-SY5Y de neuroblastoma es del tipo N y posee actividades
enzimaticas que actlan de marcadores de neuronas (tirosina y
dopamina-B-hidroxilasas), asi como recaptacion especifica de
noradrenalina. Ademas, también expresa una o mas proteinas de los
neurofilamentos, asi como receptores de factores de crecimiento
nerviosos, muscarinicos y opioides (Ciccarone y cols., 1989). También
posee la capacidad de proliferar en cultivo durante largos periodos de
tiempo sin contaminarse, un prerrequisito que debe cumplir un modelo

celular para su desarrollo in vitro.

Las células SH-SY5Y derivan de las células inmaduras neoplasticas de
la cresta neural que exhiben propiedades de células madre, y son
capaces de diferenciarse al ser tratadas con &cido retinoico (Masia y
cols., 2007; Singh y Kaur, 2007), ésteres de forbol -como el 12-O-
tetradecanoilforbol-12-acetato (Pdhlman y cols., 1981)-, factores
neurotroéficos -como el derivado de cerebro (Cernaianu y cols., 2008)-,
AMP ciclico dibutirico (Kume y cols.,2008), purina (Guarnieri y cols.,
2009) o estaurosporina (Mollereau y cols., 2007).

Por todo ello, la linea celular SH-SY5Y ha sido ampliamente utilizada
en estudios de la fisiologia y patologia nerviosa, como el analisis de la
diferenciacion neuronal, el metabolismo, los procesos de
neurodegeneracion 'y neuroadaptacion, la neurotoxicidad y la
neuroproteccion (Constantinescu y cols., 2007; Cheung y cols., 2009;
Xie y cols., 2010).

Durante la diferenciacion, las células SH-SY5Y dejan de dividirse y se
convierten en una poblacion estable mostrando neuritas extensas que

guardan rasgos morfologicos, estructurales, bioquimicos vy
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electrofisioldgicos similares a los observados en neuronas del cerebro
humano (Fagerstrdm y cols., 1996). Asimismo, las células SH-SY5Y
diferenciadas expresan gran variedad de marcadores neuronales
especificos que incluyen: la noradrenalina, la proteina asociada al
crecimiento 43 (GAP-43), receptores para factores neurotroficos,
neuropéptidos, granulos neurosecretores, la enolasa especifica de
neurona, nucleos neuronales (NeuN), proteinas vesiculares como la
sinaptofisina, proteinas del citoesqueleto especificas de neuronas como
las proteinas asociadas a microtdbulos (MAP), tau y proteinas del
neurofilamento (Gimenez-Cassina y cols., 2006; Cheung y cols., 2009).
Tanto las MAP como la GAP-43, NeuN y sinaptofisina son marcadores
clasicos de neuronas maduras. Las SH-SY5Y diferenciadas mantienen
muchas caracteristicas comunes a muchas neuronas y su cultivo,
mantenimiento y tratamiento son relativamente sencillos. Por ello se
optd por utilizar este modelo celular para estudiar la implicacién de
PREP en el proceso de diferenciacion inducida con &cido retinoico. De
este modo, los resultados obtenidos en esta linea celular pueden ser
comparados también con los obtenidos en cultivos primarios de células

granulares.
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2.4. La implicacion del IP; en el proceso de diferenciacion

neuronal.

El IP; es un segundo mensajero que se produce como respuesta a
muchos estimulos extracelulares (hormonas, factores de crecimiento,
neurotransmisores, neurotrofinas, etc.) y controla una gran variedad de
funciones celulares dependientes de Ca*? (proliferacion y diferenciacion
celular, fertilizacion, desarrollo embrionario, procesos de secrecion,
contraccion muscular, respuesta inmunolégica, etc.), mediante la
induccion de la liberacion de este cation en los sitios donde se
encuentra almacenado, como el reticulo endoplasmico, al citoplasma. El
IP; se une a su receptor especifico en los lugares donde el Ca* se

encuentra almacenado.

Son muchos los trabajos en los que se ha encontrado que la via de
sefializacion del IP; se encuentra implicada en el proceso de
diferenciacion neuronal de diversos tipos celulares (Kaczmarek y
Kaminska, 1989; Carey y Matsumoto, 1999; Tanaka y cols., 2006; Ma
y cols., 2010; Yu y cols., 2011). Sin embargo, en el caso de la
diferenciacion de las células SH-SY5Y con 4&cido retinoico existen
datos referentes a los niveles de expresion y de proteina de los
receptores de IP; (Murray e Iqwe, 2003), pero no con los niveles de IP3.
Si se han registrado cambios en los niveles de este segundo mensajero
tras la diferenciacion con acido retinoico, pero como respuesta a la
estimulacion de receptores muscarinicos (Mackrill y cols., 1997; Martin
y cols., 1999).

Generalmente se ha encontrado una relacién inversa entre los niveles de
esta enzima y los de IP;. En caso de que PREP se encontrase implicada
en el proceso de diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida con el
acido retinoico, y dado que existen datos que apuntan que la ruta de
sefializacion del I1P5 estd intimamente relacionada con la diferenciacion

neuronal en este tipo celular y en otros, resulta muy interesante el
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estudiar en esta tesis si la implicacion de PREP en este proceso

estuviese mediada por el IP;.

2.5. La via de sefializacion dependiente de ERK1 y ERK2

durante el proceso de diferenciacion neuronal.

La via de las quinasas MAP es una de las mas conservadas
evolutivamente y comprende tres subfamilias: la via de las quinasas
extracelulares reguladoras de sefial (ERK), la via de la p38 y la via de la
SAPK/INK (Schaeffer y Weber, 1999; Widmann y cols., 1999).
Mientras que la via de las ERK estd asociada a procesos de
supervivencia (Parrizas y cols., 1997; Feng y cols., 1999; Hetman y
cols., 1999; Chaib-Oukadour y cols., 2004) y diferenciacion (Perron y
Bixby, 1999; Atwal y cols., 2000; Gavalda y cols., 2004), las otras dos
vias se han encontrado que son inductoras de la muerte celular por
apoptosis (Xia y col., 1998).

Si bien no se conocen todas las funciones de la via ERK 1/2 durante la
diferenciacion neuronal, esta via ha sido implicada en la regulacion de
la sintesis de proteinas en las dendritas (Tang y Schuman, 2002;
Pfeiffer y Huber, 2006; Gelinas y cols., 2007), asi como en la
formacion y estabilizacion de espinas dendriticas (Wu y cols., 2001;
Goldin y Segal, 2003; Alonso y cols., 2010). Ademas esta via también
juega un papel importante en los procesos de plasticidad y memoria
(Kelleher y cols., 2004; Sweatt, 2004; Giovaninni, 2006; Dupont y
cols., 2011). Sin embargo, si la mayor parte de las funciones descritas
hasta ahora vinculan la via ERK 1/2 con procesos de supervivencia y
diferenciacion neuronal, también se ha visto que se encuentra
relacionada en procesos de muerte de neuronas (Murray y cols., 1998;
de Bernardo y cols., 2004). De ahi que esta funcion se haya utilizado
para realizar estudios de neurodegeneracion, como en modelos de la
enfermedad de Alzheimer (Perry y cols., 1999; Rapoport y Ferreira,
2000), de la enfermedad de Parkinson (Kulich y Chu, 2001; G6émez-
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Santos y cols., 2002), asi como en modelos de demencia con cuerpos de
Lewy (Zhu y cols., 2002). La via de ERK 1/2 podria estar relacionada
con mecanismos de muerte independiente de caspasas (Subramaniam y
cols., 2004), pero los detalles de su activacién y su posible relacién con
otras vias que participan en este proceso no han sido esclarecidos

todavia.

Se ha descrito que la cascada de sefializacion mediada por ERK 1/2 se
activa durante la diferenciacion de las células SH-SY5Y con 4&cido
retinoico (Masia y cols., 2007), ya que este inductor induce la
fosforilacion persistente tanto de ERK1 como de ERK2. Actualmente
no se ha dilucidado totalmente qué funcion ejerce esta via de
sefializacion durante la diferenciacion celular inducida por el &cido
retinoico. Miloso y cols. (2004) publicaron que ERK 1/2 podria estar
implicada en la supervivencia neuronal y no en el desarrollo de las
neuritas, tan caracteristicas del fenotipo neuronal. Esta hip6tesis podria
estar respaldada por el hecho de que la fosforilacion de ERK 1y ERK 2
inducida por el acido retinoico depende tanto de la PKC como de la
PI3K (Miloso y cols., 2004) y ésta Ultima se ha descrito que juega un
papel importante en la supervivencia celular (Kandel y Hay, 1999;
Kaplan y Cooper, 2001). Ademés, Miloso y cols. (2004), comprobaron
que la supervivencia de las células SH-SY5Y, dependia de ERK 1,
ERK 2 y PCK- independientemente de la presencia o ausencia de &cido
retinoico- mientras que la neuritogénesis inducida por el acido retinoico
era dependiente de la PKC, pero independiente de ERK 1/2. El hecho
de que ERK 1/2 no jugara un papel esencial en la formacién de las
neuritas también podria estar respaldado por los datos publicados por
Enarsson y cols. (2002), los cuales encontraron que la activacién de
ERK 1/2 no es imprescindible durante las primeras fases de la

diferenciacién de células madre del sistema nervioso central.
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La activacion de ERK 1/2 durante la diferenciacion inducida por acido
retinoico, bien desaparece a las pocas horas (Cafion y cols., 2004;
Masia y cols., 2007) o permanece durante varios dias (Yen y cols.,
1998; Bost y cols., 2002), dependiendo del tipo celular y de la dosis de

acido retinoico utilizada.

En caso de encontrar alguna implicacion de PREP durante la
diferenciacion inducida por acido retinoico en las células SH-SY5Y,
resultaria interesante estudiar en esta tesis si existe una relacion entre
PREP y la via de sefializacion ERK 1/2.

3. MUERTE NEURONAL

3.1. PREP y la neurodegeneracion. Muerte celular.

Resulta interesante que algunos inhibidores de PREP sean capaces de
revertir la pérdida de memoria inducida por la accion de determinadas
drogas que causan una lesion neuronal (Kamei y cols., 1992, Toide y
cols., 1995a; Jalkanen y cols., 2007; Mannisto y cols., 2007; Peltonen y
cols., 2010), asi como la observada en roedores de edad avanzada
(Mannistd y cols., 2007). Asimismo, también se ha descrito la
posibilidad de un efecto potenciador de la memoria, en animales sanos,
cuando PREP se encuentra inhibida (Park y cols., 2010). Esto ultimo
podria abrir nuevas puertas a la investigacion de estos inhibidores en la

prevencion de la enfermedad.

La implicacion de PREP en el proceso neurodegenerativo de la
enfermedad de Alzheimer ha sido sugerida por distintos autores, sin
embargo, los resultados publicados hasta el momento resultan

controvertidos.

Por una parte, al comparar los niveles de PREP en el cerebro de
personas con enfermedad de Alzheimer, éstos han resultado ser mas
altos (Aoyagi y cols., 1990) o mas bajos (Mantle y cols., 1996) al

compararlos con los encontrados en el cerebro de personas sanas.
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Por otra parte, tampoco existe una evidencia clara de que PREP
participe en la formacién o acumulacion de BA, tan caracteristica de la
enfermedad de Alzheimer. Se ha postulado que PREP podria estar
implicada en el procesamiento de la proteina precursora de amiloide
(PPA) (Ishiura y cols., 1990). Un hecho que apoya esta hip6tesis reside
en que la inhibicién de PREP reduce la acumulacion del péptido BA en
el hipocampo de ratén con senescencia acelerada (Kato y cols., 1997).
Shinoda y cols. (1997) encontraron que el inhibidor especifico JTP-
4819 impedia la formacién de BA en las células NG108-15, una linea
celular hibrida de neuroblastoma/glioma, presuntamente mediante la
inhibicion de la escision de la PPA detras de un residuo de alanina en el
sitio de corte de la y-secretasa. También se ha sugerido que PREP
podria cortar el motivo de la secuencia de internalizacién (YENPTY)
en el extremo carboxi-terminal de la PPA. Dicho motivo parece ejercer
un papel crucial en la secrecién de péptidos BA (Soriano y cols., 2001).
Existen resultados controvertidos acerca de si la inhibicion de PREP
reduce o no la secrecién de BA. Ademas, resulta curioso que estas
diferencias dependan del tipo celular estudiado. Mientras que en células
de neuroblastoma y glioblastoma, la inhibicién de PREP parece
disminuir la secrecion de BA de forma considerable (Rossner y cols.,
2005), en células HEK 293 no se ha visto que esta enzima contribuyera
ni a la formacién ni a la degradacion de estos péptidos (Petit y cols.,
2000). También se ha visto que en ratones que sobreexpresan BA, los
niveles de actividad de PREP son similares a los encontrados en la cepa
salvaje. Por todo ello, se ha sugerido que los niveles bajos de actividad
de PREP en enfermos con enfermedad de Alzheimer podrian estar
asociados con la degeneracién neuronal mas que con la acumulacion de
BA (Laitinen y cols., 2001).

Existen otros trabajos que sugieren la implicacion de PREP en los
procesos de degeneracion neuronal. Arif y cols. (2010) publicaron que

tras la infusion de BA soluble en el hipocampo de ratas, los niveles de
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PREP aumentaban en dicha area, mientras que disminuian los de
somatostatina y los de la sustancia P, ambos sustratos de esta enzima.
Esto tenia lugar de forma previa a la pérdida de espinas, neuronas y a la
activacion de caspasas y la sintetasa de Oxido nitrico (iNOS). Estos
datos estaban en concordancia con los datos anteriormente publicados
por este mismo investigador y su equipo, los cuales observaron un
aumento de la actividad de PREP en el cerebro de ratas en las que se
habia inducido dafio neuronal (Arif y cols., 2007). Probablemente el
déficit cognitivo, tan caracteristico de los pacientes con enfermedad de
Alzheimer, pueda deberse a un aumento de la actividad de PREP, la
cual podria contribuir a una disminuciéon de los niveles de ciertos
neuropéptidos implicados en los procesos de aprendizaje y memoria. Y
esto podria estar en concordancia con los resultados que indican que los
inhibidores de PREP podrian mejorar los déficits cognitivos (Toide y
cols., 1995a; Shinoda y cols., 1996; Shishido y cols., 1999; Rossner y
cols., 2005; Park and cols., 2010).

Resulta novedoso y muy interesante la publicacién de unos resultados,
en los que los inhibidores especificos de PREP disminuyen el nimero
de células que contienen a-sinucleina en modelos celulares y animales
de Parkinson (Brandt y cols., 2008; Myo6hénen y cols., 2012), por lo que
la administracién de estos farmacos podrian tener una repercusion

positiva en el tratamiento de esta enfermedad.

También se ha descrito la posibilidad de que PREP se encuentre
implicada, de forma directa o indirecta ,en procesos de neurotoxicidad

(Klegeris y cols., 2008) y neuroinflamacion (Pentinnen y cols., 2011).

A fin de dar un paso mas en el estudio de la funcién de PREP en el
cerebro, en esta tesis se ha pretendido estudiar cudl seria la funcion de
PREP en el proceso de muerte neuronal y si dicha funcién es
dependiente de las condiciones ambientales en las que se produce la

muerte (fisioldgica o inducida, el tipo de neurotoxico y el modelo de
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neuronas utilizado). Asimismo, también se ha estudiado el posible
efecto protector de diversos inhibidores especificos de PREP en el

proceso.

3.2. Las células granulares de cerebelo como modelo de

muerte neuronal.

Las células granulares en cultivo (a diferencia de las presentes en el
cerebro de mamiferos) requieren condiciones despolarizantes (25 mM
de K%) para su supervivencia (Gallo y cols., 1987a; Sei y cols., 1998;
Contestabile, 2002; Caballero-Benitez y Moran, 2003; Franco-Cea y
cols., 2004; Bui y cols., 2006). En caso contrario, mueren por apoptosis
(D"Mello y cols., 1993; Yan y cols., 1994). Dada la homogeneidad de
estos cultivos y que la induccidon de la apoptosis es relativamente
sencilla y reproducible, las células granulares de cerebelo estan
consideradas como uno de los modelos in vitro mas empleados en el
estudio de la muerte neuronal (Yan y Paul, 1997; Contestabile, 2002;
Savill y cols., 2005; Giordano y Costa, 2011). Sin embargo, también se
ha descrito una resistencia relativamente alta de estas neuronas a varios
tipos de agentes inductores de dafio celular (Wick y cols., 2004; Beier y
cols., 2005). Por ello, se piensa que el mecanismo de apoptosis en
cultivos de células granulares de cerebelo, asi como la accién de varios
agentes neuroprotectores antiapoptdticos, son diferentes en estas

neuronas.

El hecho de que las células granulares de cerebelo sufran apoptosis en
determinados procesos patoldgicos ha sido demostrada, como ocurre en
ciertas enfermedades neuroldgicas cronicas como la ataxia cerebelar,
atrofia multiple y la mioclonia postanoxia (Bolla y Palmer, 1997;
Dickson y cols., 1999; Widdess-Walsh y cols., 2003; Ogawa, 2004; Tai
y Truong, 2007), por lo que el estudio de los mecanismos implicados
durante la muerte en estas neuronas es de especial importancia. Sin

embargo, en la actualidad no se conocen con exactitud las vias de
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sefializacion que regulan la muerte neuronal de estas neuronas. Por
tanto, un avance en el conocimiento de las sefiales de transduccion que
regulan la apoptosis podria ser de gran utilidad a la hora de descubrir y
disefiar nuevos farmacos para aquellas enfermedades neurolégicas en

las que se ha descrito este proceso de muerte neuronal.

Por todas las razones aqui expuestas, se recurrid a los cultivos primarios
de células granulares de cerebelo para llevar a cabo los experimentos de

muerte neuronal inducida realizados en esta tesis.

3.3. La linea celular SH-SY5Y como modelo de muerte

neuronal.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una pérdida de
neuronas dopaminérgicas mesencefélicas. Dado que las células SH-
SY5Y poseen muchas caracteristicas de las neuronas dopaminérgicas,
esta linea celular esta siendo ampliamente utilizada como modelo
neuronal dopaminérgico en los estudios de esta enfermedad
neurodegenerativa (Xie y cols., 2010) por varias razones. En primer
lugar, las células SH-SY5Y tienen la capacidad de sintetizar dopamina
y noradrenalina, dado que expresan la hidroxilasa de tirosina y la de
dopamina (Oyarce y Fleming, 1991). En segundo lugar, expresan el
transportador de dopamina (Takahashi y cols., 1994) y, en tercer lugar,
la linea celular es susceptible de diferenciarse en un fenotipo neuronal

(Cheung y cols., 2009) dependiendo del agente inductor utilizado.

Por ejemplo, el &cido retinoico induce un fenotipo neuronal colinérgico
y, ademas, aumenta la susceptibilidad de las células SH-SY5Y a
agentes neurotoxicos y neuroprotectores. Por otro lado, el tratamiento
con &cido retinoico seguido del éster de forbol 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato  induce  un  fenotipo  neuronal
dopaminérgico, ademas de disminuir la susceptibilidad a los agentes

arriba mencionados. Esto hace que las células SH-SY5Y sean un
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modelo apropiado para el estudio de procesos de neurotoxicidad y
neuroproteccion, a fin de dilucidar la implicacién de ciertas moléculas
en determinadas rutas moleculares (Cheung y cols., 2009).

Por todo ello, se ha considerado interesante estudiar el efecto
neuroprotector de los inhibidores especificos de PREP ante la muerte
inducida por la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), utilizando para ello las

células SH-SY5Y como modelo neuronal.

Esta introduccion recoge los distintos principios e hipétesis que
justifican la realizacién de esta tesis doctoral, cuyos objetivos se

exponen a continuacion.

En esta tesis se ha estudiado el posible efecto beneficioso del JTP-4819
y el ZPP en cultivos primarios de células granulares de cerebelo, en los
que se ha inducido la muerte con concentraciones bajas de K*, 6-OHDA
y peroxido de hidrégeno (H,0,), asi como en la linea celular SH-SY5Y

tras su exposicién a la 6-OHDA.
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4. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS
ESPECIFICOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Esta tesis ha tenido por objeto determinar qué funciones ejerce la
enzima prolil-oligopeptidasa, PREP, en los procesos de diferenciacion,
crecimiento, maduracion y muerte neuronal, utilizando para ello dos
modelos celulares: los cultivos primarios de células granulares de
cerebelo y la linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano. El
estudio del papel de esta enzima en la muerte de neuronas se ha
realizado siguiendo dos enfoques diferentes: uno dejando que transcurra
el propio ciclo de vida de las células granulares de cerebelo y otro,

induciendo la muerte celular mediante diversos téxicos.

En la introduccion se han recogido los distintos trabajos publicados
hasta ahora que apuntan que PREP podria ejercer un papel importante
en determinadas areas del cerebro y que una alteracién en su nivel de
expresién y/o actividad podria contribuir al desarrollo de diversas

patologias nerviosas.

Si bien existen resultados controvertidos acerca de la implicacion de
PREP en diversas patologias nerviosas, si se ha constatado que su
mayor nivel de expresion y actividad reside en el cerebro, por lo que
debe estar ejerciendo una funcién importante en este 6rgano, pero...

jcual?

Con este trabajo se pretende contribuir al conocimiento actual que se
tiene del papel que desarrolla esta enzima durante el ciclo de vida de las
neuronas, su implicacion en los procesos de muerte neuronal inducida
con diversos toxicos, asi como de la accion de inhibidores de PREP en
los procesos de degeneracién y regeneracién neuronal, y reflexionar
acerca de la utilidad de estos compuestos como futuros agentes

terapéuticos de enfermedades neurodegenerativas. Para ello, a fin de
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planificar el trabajo de laboratorio, este objetivo general ha sido

desglosado en estos objetivos especificos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Localizar PREP, mediante microscopia confocal, a lo largo de la

vida del cultivo de células granulares de cerebelo.

2. Describir el patrén de actividad de PREP en el citoplasma, nicleo
y membranas durante el ciclo de vida de las células granulares de

cerebelo.

3. Determinar los niveles de actividad de PREP durante la
proliferacion de la linea celular SH-SY5Y y durante su diferenciacion
inducida con &cido retinoico.

4.  Analizar las variaciones de los niveles de expresion del gen prep
durante la diferenciacién de las células SH-SY5Y inducida por el acido

retinoico.

5.  Establecer el papel de PREP en los sistemas de sefializacién
celular del IP; y de las quinasas extracelulares reguladoras de sefial
ERK 1/2 durante la diferenciacién de las células SH-SY5Y.

6. Definir los cambios morfologicos que se observen en las células

SH-SY5Y bajo diferenciacidn, tras incubarlas con inhibidores de PREP.

7. Estudiar el efecto protector de inhibidores de PREP en la muerte
inducida por deprivacion de potasio y adicion de peréxido de hidrégeno
en cultivos primarios de células granulares de cerebelo, asi como por la
incorporacion del toxico 6-OHDA tanto en estos cultivos primarios

como en la linea celular SH-SY5Y.
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“No sabré hacerlo” no ha producido jamas buen resultado.”Probaré a

hacerlo” ha obrado casi siempre maravillas. “Lo haré” ha conseguido
milagros.

Anbnimo.

“Lo que se debe aprender a hacer, se aprende haciéndolo”.

Aristoteles (384-322 a. C), filésofo y cientifico griego.
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1. MATERIAL

Todas las abreviaturas y siglas expuestas en este apartado de materiales
y métodos también se encuentran en el apartado de abreviaturas y siglas

de esta tesis.

R/

«» Instalaciones

Todos los experimentos realizados en células granulares de cerebelo, se
realizaron en el ya extinguido Laboratorio de Neurotransmisores del
Centro de Investigacion Principe Felipe de Valencia, mientras que
todos aquellos en los que se utilizd la linea celular SH-SY5Y de
neuroblastoma humano se llevaron a cabo en el Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Farmacia de la

Universidad de Helsinki.

«» Material fungible y aparatos

e Todo el material fungible de uso comdn (puntas, cajas de puntas,
tubos de 1,5 ml, tubos de 15 y 50 ml, gradillas, pipetas desechables,

etc.) se obtuvieron del catalogo de productos de VWR.

e Todas las placas que se emplearon en el cultivo de células
granulares de cerebelo y de la linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma

humano provinieron de Nunc, Orange y Corning.

. Los aparatos empleados tales como espectrofotometros,
microscopios, ultracentrifugas, sonicadores, etc. se mencionan en la

descripcion del método correspondiente.

®,

+» Productos y reactivos quimicos

Todos los reactivos y productos utilizados en la elaboracion de esta
tesis, asi como la casa comercial de la que provienen, aparecen en el

apartado de métodos en el que fueron utilizados.
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7

< Material bioldgico

o Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo se
obtuvieron de cerebelos extraidos de ratas Winstar de entre 6 y 8 dias
de vida y fueron proporcionadas por el Dr. Vicente Felipo del
Laboratorio de Neurobiologia del Centro de Investigacion Principe
Felipe de Valencia, siguiendo las directrices de normativa ética
establecidas por la Union Europea (86/609/EEC) de manipulacién de

animales de experimentacion con fines cientificos.

. La linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano
pertenecian al Dr. Pekka Méannistd del Departamento de Farmacologia
y Toxicologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Helsinki.

2. METODOS

2.1. METODOS UTILIZADOS EN CELULAS
GRANULARES DE CEREBELO

2.1.1. Cultivos primarios de células granulares de cerebelo

Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo fueron
obtenidos siguiendo el protocolo descrito por Mifiana y cols. (1998) a
partir de cerebelos extraidos de ratas Winstar de entre 6 y 8 dias de vida
(ver figura 7), momento en el que la mayoria de las células granulares
indiferenciadas se encuentran en la capa germinal externa de la corteza
cerebelar y sélo una pequefia fraccion comienzan a migrar hacia las
capas mas internas (Hatten y Heintz, 1995). Estos cultivos estan

constituidos, principalmente, por neuronas granulares.
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Figura 7. Rata Winstar de entre 6 y 8 dias de vida utilizada en la elaboracién de
cultivos primarios de células granulares de cerebelo.

Estas neuronas continGan diferenciandose “in vitro” siempre que se
encuentren en condiciones despolarizantes, tal y como se ha descrito en
la introduccion. Las neuronas establecen conexiones entre ellas (ver

figura 8).

Figura 8. Células granulares de cerebelo (DIV 7). Los somas celulares refringentes
desarrollaron prolongaciones dando lugar a una extensa red de conexiones entramadas que

permiten la comunicacion entre las neuronas.
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<& Tratamiento de las placas de cultivo con poli-lisina

El dia anterior al cultivo, se cubrieron las placas a utilizar con poli-
lisina (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 5 pg/ml en agua estéril y
se dejaron a temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente, la
poli-lisina se aspird y las placas se lavaron con medio minimo esencial
(BME) puro (Gibco-Invitrogen, Grand Island, Estados Unidos
(EEUV)).

< Obtencién del cultivo primario de células granulares de

cerebelo

Tras la decapitacién de las crias, las meninges fueron eliminadas para
minimizar la contaminacion por fibroblastos. Tras la extraccién rapida
de los cerebros, los cerebelos se sumergieron en una placa petri estéril
con 5 ml de tampon fosfato salino frio (PBS: NaCl 0,8%, KCI 2,7 mM,
Na,PO,4-2 H,0O 6,4 mM, KH,PO, 1,5 mM a pH 7,4). A continuacion se
lavaron con 5 ml de PBS y cortados en trozos muy pequefios, los cuales
fueron lavados con 4,5 ml de PBS y trasvasados a un frasco de 75 cm?.
Se afiadieron 8 ml de solucién dispasa Il (3mg/ml Roche, Barcelona,
Espafia), a fin de digerir la matriz extracelular proteica, durante 30
minutos a 37°C y una atmésfera himeda con un 5% de CO,. Una vez
aspirada la dispasa los fragmentos se lavaron con 10 ml de 1 mM del
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EEUU) en PBS y, a continuacién, con 10 ml de medio de cultivo BME
puro. ElI homogenado fue resuspendido en 10 ml de una solucion
constituida por 40 mg/ml de DNasa (Roche Diagnostics, Barcelona,
Espafia) en medio BME puro. La disgregacion mecanica de los
fragmentos se realiz6 mediante la aspiracion y expulsion repetidas en
una pipeta de vidrio de 10 ml estéril. Este homogenado se incubd a
37°C durante 20 minutos y filtrado con una malla estéril nytal PAI4 1/2

de 90 pm de tamafio de poro (Sefar-Maissa, Barcelona, Espafia). El
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filtrado se centrifugd (400Xg, 5 min) y el sedimento fue resuspendido
en medio BME, repitiendo la centrifugacion y resuspension dos veces
mas. Finalmente, las células se resuspendieron en 35 ml de medio BME
completo (Basal Medium Eagle, 10% de suero bobino fetal (SBF)
inactivado 30 min a 56°C, 2mM de glutamina, 100 pg/ml de
gentamicina, 5 pg/ml anfotericina B y 25 mM de KCI) y se tomé 0,5 ml
del homogenado para hacer el recuento celular con una camara Biirker,
empleando azul tripdn como marcador de las células muertas. Todos los
reactivos empleados para la elaboracién del medio de cultivo BME
completo procedian de Gibco-Invitrogen (Grand Island, EEUU). La
suspension celular fue diluida en el volumen de medio BME completo
necesario, dependiendo del nimero de células y el tipo de placa
requeridos en cada experimento. En las placas de poli-lisina se sembré
el nimero de células requeridas para cada experimento. A continuacién
fueron incubadas a 37°C y una atmosfera himeda con un 5% de CO,
durante 20 minutos, tiempo suficiente para que las células se adhirieran
a la placa. Tras aspirar el medio se afadieron 2 ml de medio BME
completo (previamente atemperado en un bafio a 37°C). Transcurridas
24 horas del cultivo se afadié el volumen necesario de citosin-p-
arabinofurandsido (Ara-C, Sigma-Aldrich), para que la concentracion
final fuese de 10 pM. Este agente impide el crecimiento de las células
no neuronales. A diferencia de los cultivos de lineas celulares, las
células granulares de cerebelo condicionan su propio medio, por lo que
éste no se cambia, sino que Unicamente requieren un aporte de glucosa
(Merck, Darmstadt, Alemania), cada 3 6 4 dias- que asegure una
concentracion final de 5,6 mM. En estas condiciones, los cultivos se
mantuvieron a 37°C y una atmdsfera himeda con un 5% de CO,, hasta

que fueron requeridos para el experimento.
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2.1.2. Estimacién de la viabilidad celular mediante el método
MTT

El MTT o Bromuro de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio,
es una sal de tetrazolio hidrosoluble que confiere color amarillo a la
disolucién. Las enzimas succinato deshidrogenasa mitocondriales de las
células viables reducen el MTT a formazéan, un compuesto violeta
insoluble en medio acuoso pero soluble en disolventes organicos como
el dimetilsulfoxido (DMSO). Este derivado puede ser determinado
espectrofotométricamente a 570 nm, lo que permite correlacionar la
absorbancia detectada con el nimero de células vivas al encontrarse en
relacion directamente proporcional. Este método fue desarrollado en
1983 (Mosmann, 1983) y posteriormente modificado en 1986 por
Francois Denizot y Rita Lang (Denizot y col., 1986). Dada su sencillez,
esta técnica ha sido utilizada en numerosos estudios de viabilidad

celular.

A partir de una disolucion de MTT (Sigma-Aldrich) de 5 mg/ml en
agua destilada, se afiadieron 10 pl a las placas de cultivo para conseguir
una concentracion final de 0,1 mg/ml. Las células se incubaron en una
atmoésfera himeda con un 5% de CO, y a 37°C durante 4 horas. Tras
aspirar el medio, se afiadieron 500 ul de DMSO. En un lector de placas
(Victor2, PerkinElmer, EEUU) se midi6 la absorbancia a 570 nm,
previa correccion de la interferencia a 690nm. Cada medida se realiz6
por triplicado. La viabilidad celular se estimé al interpolar en una recta

patrén, previamente establecida.

2.1.3. Lisis y fraccionamiento celular

Las células se lavaron, dos veces, con 1 ml de PBS previamente
atemperado a 37°C y se lisaron con 200 pl. de un tamp6n hipotonico a
4°C, cuya composicion se especifica en la tabla 3. Los pocillos se

rascaron y la placa se incub6 a 4°C durante 15 min. El extracto
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(fraccion total) se centrifugd (1000g., 10 min., 4°C). El sobrenadante
(citosol y membranas) se centrifug6 (56.000g., 30 min., 4°C). El nuevo
sobrenadante (fraccidn citosélica) se congeld a -80°C. El precipitado
(fraccién membranal) se lavd con 200 ul de NaCl 1M vy, tras centrifugar
de nuevo (56.000g., 30 min., 4°C), el precipitado se resuspendié en
50ul de tampon hipotoénico, cuta composicion figura en la tabla 3, y se
congeld a -80°C.

Tabla 3. Composicion de los tampones utilizados para la lisis de las células

granulares de cerebelo.

Tampoén Composicién ‘
Tampon hipotdénico 50 mM KH,PO,, 1,5 mM MgCl,,
10 mM NaCl, 1mM DTT, 1mM
EDTA;pH 7.4
Tampon hiperténico 50 mM KH,PO,, 1,5 mM MgCl,,

250 mM NaCl, ImM DTT, 1mM
EDTA, 0,1% Triton X-100; pH 7.4

El precipitado de la primera centrifugacion (fraccion nuclear) se lavo
con 200 ul de tampon hipotonico y se centrifugd a 1000g durante 5
min. a 4°C. Este proceso de lavado se repiti6 una vez mas. El
precipitado fue resuspendido en 100 pl de tampdn hiperténico e
incubado en hielo durante 30 min. El lisado fue sonicado 2 x 5 s.
(Branson Sonifier 150, Danbury, EEUU) con una amplitud de 3 vy
centrifugado (20.000g., 15 min, 4°C). El sobrenadante se congel6 a -
80°C. La concentracién de proteina de cada una de las muestras se
determiné mediante el kit comercial Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA,

EEUU), siguiendo el protocolo expuesto en el apartado 2.1.5.
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2.1.4. Ensayo de la actividad de PREP

El ensayo realizado estd basado en un protocolo publicado

anteriormente (Garcia-Horsman y cols., 2007b).

Las muestras de extractos citosélicos, membranales y nucleares,
obtenidos mediante el protocolo de fraccionamiento celular ya descrito,
fueron descongeladas en hielo. El ensayo se llevé a cabo en placas de
48 pocillos y cada muestra se hizo por triplicado. Se incubaron 12,5 pl.
de cada muestra (de 2 a 10 pg de proteina) y 2.5 pl. de 1 mM del
sustrato de PREP Suc-Gly-Pro-7- amido- 4- metilcumarina (Suc-Gly-
Pro-AMC, Bachem, Alemania) en un volumen final de 125 pl. con
tampon de incubacion (ver tabla 4) durante 90 min a 37°C. Se incluyo
un blanco que contenia tampdn de lisis hipoténico (para las muestras
citosolicas y membranales) asi como un blanco con tampén de lisis
hiperténico (para las muestras nucleares). La reaccion fue parada con
125 pl. de tampdn de finalizado (ver tabla 4). La fluorescencia liberada
por el AMC fue medida por un lector de fluorescencia en placa (Victor
2, PerkinElmer, EEUU) utilizando una longitud de onda de excitacion a

360 nm y de emisién a 460nm.

Tabla 4. Composicion de los tampones requeridos en el ensayo de actividad de

PREP.
Tampodn Composicién
Tampdn de incubacion 0,1 M NaH,PQO,-2H,0, 0,1M
KH,POy;
pH7
Tampdn de finalizado 1M CH3;COONa; pH 4,2
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2.1.5. Medida de la concentracién de proteina por el método de
Bradford

El reactivo Bradford (Biorad, Hercules, CA, EEUU), empleado para la
cuantificacidn proteica en los experimentos realizados en esta tesis, es
una solucién de Comassie Brilliant Blue G-250 de color rojizo que
absorbe a 465 nm, pero cuando se une a las proteinas se torna de color
azul con un maximo de absorcién a 595 nm. La unidn entre el colorante
y la proteina tiene lugar de forma rapida (unos 2 minutos) y el complejo
asi formado es estable hasta una hora después de la unién. Este método,
creado por Bradford (Bradford, 1976), se caracteriza por una alta
sensibilidad por lo que se pueden detectar cantidades de proteina muy

pequefas (1-15 pg).

En cada ensayo se prepararon diluciones seriadas procedentes de una
solucién de albdmina sérica bovina (BSA, Thermo scientific, Hudson,
EEUU) 1mg/ml. en agua mili-Q.

En una placa de 96 pocillos transparente se depositaron 10 pl de cada
uno de los estandares y muestras por cuadruplicado y se afiadieron 200
ul. del reactivo Bradford, previamente diluido en 4 partes de agua mili-
Q. Transcurridos 5 min. se ley6 la absorbancia de cada pocillo mediante
un espectrofotémetro (Victor2, PerkinElmer) a 595nm. Las diluciones
seriadas oscilaban entre 0 y 3,5 mg/ml, ya que en este rango existia una
linealidad entre la absorbancia medida y la concentracién de proteina
presente. El tubo correspondiente a 0 mg/ml hace referencia al blanco,

que contenia 10 pl del tampén en el que se encontraba la muestra.

La concentracion de proteina en mg/ml de cada muestra se calculd al

interpolar en esta recta el valor de absorbancia obtenido.

2.1.6. Inmunoelectrotransferencia

Las muestras de proteina para la inmunoelectrotransferencia fueron

precipitadas en acetona fria (-20°C). El volumen de acetona afiadido fue
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4 veces el volumen de muestra. Tras homogenizar, los tubos se
mantuvieron a -20°C durante 60 min y, a continuacion, se centrifugaron
(20.000g., 10 min., 4°C). Tras decantar el sobrenadante, los tubos se
decantaron con cuidado y se dejaron abiertos hasta la evaporacién
completa. El precipitado se resuspendié en tampén de carga 1X (50
mM Tris-HCI; pH 6,8, 35% glicerol, 1% SDS, azul de bromofenol al
0,002% y 5mM de B-mercaptoetanol). Las electroinmunotransferencias
se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Myohénen y cols.
(2007), en el que se utiliz6 un anticuerpo purificado de pollo para PREP
humana (de elaboracion propia; ver Myohanen y cols., 2007) como
primer anticuerpo a una dilucién 1:5000. Como anticuerpo secundario
se utilizé un anticuerpo IgY-HRP conjugado de cabra anti-pollo
(Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:10.000. Se utilizaron técnicas
estandares de SDS-PAGE, transferencia, bloqueo y secado. Se utilizd
como control positivo de 1 a 5 fentomoles de PREP recombinante

purificada, preparada segln lo descrito por Myohanen y cols. (2007).

2.1.7. Localizacién de PREP mediante el microscopio confocal.

<& Fijacion de las células granulares de cerebelo.

Se sembraron 750.000 células en placas de 12 pocillos que albergaban
cubres redondos de 10 mm de diametro. La fijacién se llevo a cabo

siguiendo el protocolo descrito por Bell y cols. (1987).

La placa que contenia las células se mantuvo en un bafio a 37°C, asi

como todas las disoluciones utilizadas hasta el momento de la fijacion.

Las células fueron lavadas 2 veces con 1 ml de medio BME puro, a fin
de eliminar los restos de suero, e incubadas con 1 ml de disolucién
DTSP (4cido 3,3 -ditiodipropinoico di (N-hidroxisuccinimida éster),
Sigma-Aldrich) durante 15 min. Transcurrido el tiempo, las células se

lavaron 2 veces con 1 ml de glicina-PBSA (0,1 M glicina en albdmina
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disuelta en tampén fosfato; 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 0,5 mM
Na2HPO4, pH 7.4, 0,5% alblimina de suero bovino fetal) y otras dos
con 1 ml de PBS (137mM NaCl, 3 mM KCI, 0,5 mM Na2HPO4, pH
7,4). Seguidamente, se incubaron en 1 ml de la disolucién PBSAT (0,5
Tritén X-100 en tampon fosfato suplementado con 0,5% de albdmina)
durante 15 minutos. Se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBSAT
durante 5 minutos. La placa fue retirada del bafio y las células se

incubaron con 1 ml de una disolucién de paraformaldehido al 4%

(Tousimis, Rockville, EEUU) en PBSAT durante 15 min a temperatura
ambiente. Las células fijadas se lavaron, 2 veces y durante 5 minutos,

con 1 ml de glicina-PBS y otras 2 veces con PBS el mismo tiempo.

Las células fueron incubadas con Fluo-JTP a una concentracién final de
10 uM en PBS durante 20 minutos. Tras lo cual se lavaron 2 veces en 1
ml de PBS. Finalmente, los cubres redondos fueron montados sobre un
porta y un cubreobjetos con una gota de una solucién de glicerol al 85%
en agua mili- Q que contenia 4°,6- diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-
Aldrich), siguiéndose las instrucciones del fabricante. EI DAPI permitio
visualizar los nicleos de las células granulares de cerebelo. Se utilizo
un microscopio confocal (Leica TCS-SP2-AOBS) que excito las células
a 405 nm (azul) y a 485 nm (verde). La fluorescencia emitida se detectd
a 415-450 nm (azul) y a 500-575 nm (verde).

Se llevaron a cabo numerosos controles que aseguraran la especificidad
del Fluo-JTP. La unién inespecifica del Fluo-JTP se determind
mediante el bloqueo de los sitios especificos con JTP-4819 o con ZPP,

viéndose que dicha unién inespecifica era minima (datos no mostrados).

De forma paralela se fijaron células granulares de cerebelo con el fin de
realizar un doble marcaje; uno mediante inmunocitoquimica, usando un
anticuerpo primario anti-PREP ya descrito anteriormente (Myohdnen y

cols., 2007; Mybhénen y cols., 2008a) y, otro mediante Fluo-JTP,

65



Metodologia

descrito aqui. Tal y como se muestra en la siguiente figura, no se

detectaron cambios significativos entre ambos tipos de marcaje:

Figura 9. Doble deteccion de PREP en células granulares de cerebelo mediante Fluo-
JTP (A) e inmunocitoquimica (B). Las células con 5 dias in vitro (DIV 5) fijadas fueron
incubadas durante toda la noche con un anticuerpo primario (dilucion 1:500 del
anticuerpo anti-PREP IgY purificado en 3% BSA en PBS, como se describié en
Mydhénen y cols. (2007) y 2 horas con un anticuerpo anti-pollo IgY de mono conjugado
con rojo Texas (dilucion 1:500; producto #RDI-703075155, Research Diagnostics,
Concord, MA, EEUU), como anticuerpo secundario. El panel C muestra el solapamiento
de las fotografias A y B, mostrando una colocalizacién muy homogénea de los dos
marcadores. Barra de escala 14 um.).

Ademas, las células fueron incubadas con Fluo-JTP antes de ser fijadas
y la fluorescencia fue detectada en el microscopio confocal tras la
fijacion, lo que corrobora la union especifica del Fluo-JTP. Este control
también mostré resultados cualitativos similares a los obtenidos tras
incubar las células con el Fluo-JTP, estando éstas previamente fijadas.
Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo, la intensidad de la
fluorescencia del Fluo-JTP era menor cuando éste se afiadia antes de la
fijacion de las células, requiriendo incubaciones mas largas con el
inhibidor fluorescente, a fin de conseguir resultados similares a los
obtenidos cuando se afiadia tras la fijacion. En concreto, los nicleos
eran menos brillantes, a menos que el fluor6foro se afiadiese tras la

fijacion, como puede verse en la siguiente figura:
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Figura 10. Efecto de la fijaciéon de células en la localizacion de PREP mediante el

marcaje con Fluo-JTP en cultivos primarios de células granulares de cerebelo. El Fluo-
JTP se afadié antes (l) y después (1) de fijar las células. Las fotos muestran las
fluorescencias de Fluo-JTP (A), y del DAPI (B), respectivamente. El solapamiento de
ambas fotos aparece en la columna C. Puede apreciarse como el Fluo-JTP puede entrar
tanto en las células sin fijar como en las fijadas, si bien la intensidad de la fluorescencia
en los nicleos es considerablemente mas intensa cuando se afiade tras la fijacion, hecho
que puede ser explicado por la mayor accesibilidad que presenta el Fluo-JTP cuando las
células se encuentran muertas tras la fijacion. Para obtener estas fotos, en las células no
fijadas, fueron necesarios 20 minutos de preincubacion con Fluo-JTP, similar al tiempo
de incubacién del Fluo-JTP en células previamente fijadas (15 minutos). Aunque las
células no fijadas fueron incubadas con el inhibidor fluorescente durante mas de una
hora con el fin de obtener una mayor intensidad del fluoréforo, la eficiencia siempre era

menor que en células fijadas. La barra de escala marca 7um.
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2.1.8. Muerte neuronal. Disefio experimental.

Las células granulares de cerebelo han sido descritas en numerosos
trabajos como modelos para el estudio de la muerte neuronal (Gallo y
cols., 1987a; Gallo y cols., 1987b; Contestabile, 2002).

En la tabla 7, que aparece en el apartado de resultados de esta tesis,
aparecen las concentraciones utilizadas de cada uno de los tdxicos
utilizados, asi como los dias in vitro (DIV) en los que se encontraban
las células. Tanto el tipo de inhibidor de PREP utilizado, como su
concentracion y el tiempo de incubacion antes de afiadir los diversos

toxicos, se especifican también en dicha tabla.

La apoptosis por deprivacion de K fue inducida en las células
granulares de cerebelo, tal y como se habia descrito previamente
(D"Mello y cols., 1993). Se sembraron 2 placas con las células en un
medio que contenia 25 mM de K. Una de estas placas se utilizd para
hacer el estudio de viabilidad por el método MTT y la otra para llevar a
cabo la lisis celular y la medicion de la actividad de PREP, tanto en la
fraccion citos6lica como en la nuclear. En el DIV 6 el medio completo
con 25 mM de K" fue sustituido por otro que diferia Ginicamente en la
concentracion de K* (5 mM). Los controles fueron tratados en las
mismas condiciones y se les volvié a afadir medio completo fresco con
25 mM de K*.

En el caso de la 6-OHDA y el H,O,, los medios no fueron cambiados,
sino que fueron afadidos directamente al medio en el momento
especificado en la tabla 7. También se sembraron dos placas; una para
el estudio de la viabilidad y la otra en la que se realizo la lisis, el
fraccionamiento celular y la medida de la actividad de PREP- como en

el caso anterior-.

Cada una de las muestras de cada placa se realiz6 por triplicado. Asi

mismo, cada experimento fue realizado también por triplicado.
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Para establecer la concentracion éptima de la 6-OHDA y el H,0, se
busco en la bibliografia el rango de concentraciones mas ampliamente
utilizado con éstas y otras lineas celulares. A continuacion se establecié
una recta de supervivencia celular frente a diferentes concentraciones
del toxico. Cada una de las concentraciones se llevd a cabo por
triplicado. Se tomd aquella concentracién que producia alrededor del

50% de muerte celular entre las 48 y las 72 h (datos no mostrados).

2.1.9. Anadlisis estadistico de los datos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa
GraphPad Prism (versién 4.03, GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, EEUU). Los datos procedentes de los estudios de viabilidad y
actividad se sometieron a un analisis de varianza (one-way ANOVA),
seguido del test de Tukey, a fin de analizar las diferencias entre el
grupo control 'y los grupos problema. Se consideré como

estadisticamente diferentes los casos en los que P<0.05.
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2.2. METODOS UTILIZADOS EN LA LINEA
CELULAR SH-SY5Y PROCEDENTE DE
NEUROBLASTOMA HUMANO

Estas células se caracterizan por poseer muchas neuritas cortas, crecer

lentamente en monocapa formando agrupamientos y presentar poca

adherencia a la superficie de crecimiento de la placa (ver figura 13).

2.2.1.  Subcultivo celular, mantenimiento y congelacion

Las células SH-SY5Y de neuroblastoma humano (procedentes de la
ATCC, Rockville, Maryland, EEUU) se sembraron y se cultivaron en
medio esencial de Dulbecco (DMEM)/Ham’s F12 (1:1) suplementado
con un 15% de suero bovino fetal (inactivado previamente a 56°C
durante 30 min), 2mM L-glutamina, 1% de aminoacidos no esenciales,
200 U/ml de penicilina y 200 pg/ml de estreptomicina. Tanto el medio
empleado como los suplementos arriba mencionados proceden de
Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU).

Las células se cultivaron en frascos de 75 cm? que contenian 20 ml de
medio suplementado y se mantuvieron a 37°C y una atmdsfera humeda

con un 5% de CO,. El medio fue cambiado cada 3-4 dias.

Una vez los frascos presentaron alrededor del 90% de confluencia, las
células se lavaron con 5 ml de PBS (137 mM NaCl, 3mM KCI, 0,5mM
Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, pH 7,4) y se incubaron con 5 ml de 0,05%
tripsina-0,5mM EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) durante
4 minutos a 37°C. Posteriormente la suspension se diluy6 a la mitad en
medio suplementado, a fin de inhibir la accion de la tripsina, y se
centrifugd (500g., 3 min., temperatura ambiente). Las celulas se
resuspendieron en 1ml de medio suplementado. De esta suspension se
tomé una alicuota para llevar a cabo el recuento de células vivas en una
camara Blrker, utilizando azul tripan para el contaje de las células

muertas.

70



Metodologia

De esta suspension celular, se tom¢ la cantidad necesaria para llevar a
cabo la siembra en las placas para los distintos experimentos, y del resto
de la suspensién se sembraron alrededor de 1x10° células en un frasco
de 75 cm? para proseguir con el subcultivo. En todos los experimentos
realizados en esta tesis se utilizaron células que tenian entre 17 y 27

pases.

La preservacion de células durante largos periodos de tiempo se llevo a
cabo en criotubos congelados en presencia del agente crioptotector
DMSO; éste protege las células del dafio fisico producido por la
formacion de cristales de hielo y de la alteracion osmética provocada

por el aumento de la concentracion de sales en el medio extracelular.

Para ello 3x10° de las células de la suspensién anterior fueron
sedimentadas (500g, 3 min, temperatura ambiente) y resuspendidas en
0.5 ml de solucién A (60% DMEM/ F12 (1:1) + 40% suero bovino fetal
inactivado). Posteriormente se trasvasaron a un criotubo (NUNC®) y
éste se mantuvo en nevera durante 20 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se afiadieron 0,5 ml de solucién B (40% DMEM/ F12 (1:1) +
40% SBF inactivado + 20% DMSO estéril) y el tubo se introdujo en un
contenedor con isopropanol (Cryo Freezing de Nalgene, New Jersey,
EEUU). Este sistema permite congelar las células con un descenso de la
temperatura de 1-3°C/min. Transcurridas 24 horas a -80°C el vial se

guard6 en un tanque de nitrégeno liquido hasta su nuevo uso.

La descongelacién de estos viales procedentes de este tanque se realizd
rapidamente a 37°C. Inmediatamente el contenido fue diluido 50 veces
en medio DMEM suplementado, centrifugado y lavado de nuevo con
este medio, para asi eliminar los restos de DMSO. Después las células
se sembraron en un frasco de 75 cm?y 20 ml de medio suplementado y
se prosiguio con el cultivo como se ha mencionado previamente, hasta

que éste alcanzo6 una confluencia adecuada.
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2.2.2. Estudio de la implicacién de PREP en la diferenciacién

inducida con Acido retinoico.

<& Inhibicién de PREP

Transcurridas 4 h. de la siembra de 0,5x 10° células en cada pocillo se
afiadieron los inhibidores JTP-4819, KYP-2047 yl/o ZPP donde

correspondia a una concentracion final de 10 uM.

Tal y como se muestra en la siguiente figura, se vio que los 3
inhibidores podian entrar en las células SH-SY5Y, si bien la capacidad

de penetracion fue mayor para el ZPP:

3.5+
3.0+
2.5+
2.04
1.5+
1.0+
0.54
0.0
0.5~

—@— Z-Pro-Prolinal

—— KYP-2047
s+O== JTP- 4819

molfminimg de proteina

Log[inhibidor] en M

Figura 11. Actividades de PREP de células SH-SY5Y tratadas con diferentes
concentraciones de JTP-4819, KYP-2047 y ZPP tras 24 horas de incubacion. El
experimento se repitié 3 veces con muestras por duplicado. Los resultados aparecen
expresados como media + DE.
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Las células se incubaron durante 24 h. con concentraciones crecientes
del respectivo inhibidor de PREP (ZPP, KYP-2047 o JTP-4819).
Transcurrido ese tiempo las células se lisaron y se midi6 la actividad de
PREP, siguiendo los protocolos descritos mas adelante. Estas
concentraciones de inhibidores (10-100 veces superiores a sus 1Csg)
fueron suficientes para inhibir mas del 95% de la actividad endégena de
PREP en la linea celular SH-SY5Y, tal y como ya se habia publicado
anteriormente (Puttonen y cols., 2006; Puttonen y cols., 2008;

comunicacion personal de A.M. Lambeir).

Es importante destacar que durante todos los experimentos en los que se
utilizaron los inhibidores, PREP estuvo inhibida practicamente en su
totalidad. El efecto de la presencia de un inhibidor endégeno de PREP
en el medio de cultivo de las células SH-SY5Y se comprobd utilizando
ZPP, JTP-4819 y KYP-2048. En los tres casos la actividad de PREP,
medida en los cultivos celulares, en presencia del inhibidor, era inferior
al 2% -tras compararla con la medida en células bajo condiciones
control. El medio de las células se cambio6 cada 2-3 dias, afiadiéndose
inhibidor fresco cada vez.

En la siguiente figura se muestra la gréfica correspondiente al JTP-
4819.
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Figura 12. Representacion del efecto de los inhibidores de PREP (10 uM) en el medio
de cultivo, tras medir la actividad de la enzima presente en los lisados procedentes de
células SH-SY5Y- tras 15 dias de incubacion en ausencia (control) y en presencia del
inhibidor. Aqui se muestra el efecto del JTP-4819. Los datos mostrados corresponden a
tres cultivos celulares diferentes (10° células) y, en cada uno de ellos, el experimento se
realizé por duplicado. El ensayo de actividad se llevé a cabo siguiendo el protocolo
descrito posteriormente.

La concentracion (10 uM) de los inhibidores de PREP (ZPP, KYP-2047
y JTP-4819) utilizada en los experimentos realizados en esta tesis,
inhiben PREP de forma especifica, sin afectar a la actividad de otras
proteasas de prolina especificas (DPP2, DPP4, DPP8, DPP9, a-FAP,
aminopeptidasa P, prolidasa, imino/aminopeptidasa de prolina y
FKBP12 (datos no mostrados) u otras proteasas de serina (Venaléinen,
Tesis doctoral, Universidad de Kuopio, Finlandia, 2005). Las
concentraciones del inhibidor de PREP necesarias para inhibir el 50%
de la actividad enddgena de PREP en las células SH-SY5Y eran
ligeramente superiores, especialmente las del KYP-2047, a las
determinadas a partir de homogenados de cerebro. Esto podria deberse
a la escasa penetracion de estos inhibidores a través de la membrana

plasmética de las células SH-SY5Y, o a la existencia de bombas activas
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que expulsaran el inhibidor al medio exterior. Esto también podria
explicar las dificultades que se encontraron en la realizacion de esta
tesis, al tratar de localizar PREP en la linea celular SH-SY5Y mediante
el inhibidor fluorescente Fluo-JTP, tanto en células prefijadas como no

fijadas.

Las concentraciones del inhibidor utilizadas son comparables con las
estimadas en experimentos previos realizados en roedores (Walter y
cols., 1971; Garcia-Horsman y cols., 2007a; Mannist6 y cols., 2007).
Las concentraciones por encima de 100 y 200 uM no afectan a la
viabilidad de las células SH-SY5Y (comunicacién personal de la Dra.
A.M. Lambeir). En los experimentos realizados en esta tesis, también se
observé que 100 uM de ZPP y JTP-4819 no afecta a la viabilidad de las

células granulares de cerebelo (datos no mostrados).

R/

<& Diferenciacion con acido retinoico

Las células SH-SY5Y detienen su proliferacion para adquirir un
fenotipo neuronal, cuando son estimuladas con &cido retinoico, similar
al observado durante la maduracion de las células de la cresta neural
(Tsokos y cols., 1987). Tras la exposicién a este inductor de la
diferenciacion, las células SH-SY5Y desarrollan neuritas largas y
estrechas (ver figura 13), asi como un aumento del nimero de sinapsis
entre ellas (Sidell y cols., 1983). A nivel subcelular se ha observado un
aumento de la expresiébn de determinadas proteinas especificas
neuronales (Reynolds y Maples, 1985; Melino y cols., 1991; Hill y
Robertson, 1997), y cambios en la regulacion y expresion de
determinados genes implicados en el ciclo celular, morfologia celular y

neurotransmision (Matsuo y Thiele, 1998; Truckenmiller y cols., 2001).

Por ello, la linea células SH-SY5Y expuesta al &cido retinoico esta
considerado como un modelo Util para estudiar las fases iniciales de la

diferenciacion neuronal (Pahlman y cols., 1995; Encinas y cols., 2000).
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Figura 13. Cambios morfoldgicos en células SH-SY5Y de neuroblastoma humano tras
la diferenciacién inducida con 10 uM de dcido retinoico. El acido retinoico se afiadié a
las 24 horas del cultivo. Las fotos se tomaron en el DIV 7. (A) Las células no expuestas
al 4cido retinoico presentan neuritas cortas y numerosas, mientras que si estan expuestas
al agente (B) las neuritas se alargan y estrechan para formar sinapsis. (C) Detalle de
células diferenciadas con &cido retinoico. Nétense las neuritas de gran longitud a fin de

establecer conexiones entre las células.

Se prepar6 una disolucion inicial de 10 mM de acido retinoico (Sigma-
Aldrich) en DMSO vy, a partir de ésta, se prepararon diluciones 1mM en
PBS que fueron esterilizadas a través de un filtro de 0,22 pm de tamafio
de poro y congeladas a -80°C en tubos de 1,5 ml marrones y opacos,
para preservarlos de la luz. Dada su inestabilidad cada partida fue
descartada al mes de su preparacion.

Se sembraron 0,5x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos con un
volumen total de 2 ml de medio completo, tal y como se describe en el
apartado 2.2.1. Para cada tiempo de estudio se sembraron 2 placas, una

para el recuento celular y otra para la lisis y obtencidn de los extractos
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citosolicos y nucleares. En todos los experimentos, el &cido retinoico se
afiadié a las 24 h. del cultivo, a una concentracion final de 10 uM. Las
células, con medio suplementado Unicamente, se consideraron como
control de la proliferacion. El dia 8 todas las células fueron lavadas dos
veces, con 2 ml de medio suplementado y, en algunos pocillos el acido

retinoico fue eliminado.

< Obtencién de una suspension celular a partir de células

adheridas en placa.

En todos los experimentos se utilizaron células que tenian entre 17 y 27

pases.

Las células fueron lavadas con 2 ml de PBS (137 mM NaCl, 3mM KClI,
0,5mM Na,HPQ4, 1,5 mM KH,PO,, pH 7,4), previamente atemperado a
37°C. A continuacién se retir6 el PBS y se afiadieron 750 pl de
tripsina-EDTA (0,25% tripsina-0,5 mM EDTA en PBS), también
mantenida a 37°C. La placa fue incubada a 37°C, 95% de humedad y
5% de CO, durante 4 minutos. Se afiadieron 750 ul de medio
(DMEM)/Ham’s F12 (1:1) completo y, mediante una pipeta, las células
fueron aspiradas y expulsadas hasta homogeneizar. Las células
procedentes de cada pocillo fueron trasvasadas a un tubo de 1,5 ml. Se
tomé una alicuota para estimar la viabilidad celular, mediante el

recuento en una camara Biirker.

<> Recuento directo de células en una camara de Birker

Esta cdmara esta disefiada de modo que permite obtener el nimero de
células/mililitro (N) segun la siguiente formula: N= N x 10 x 10°k D,
siendo No el nimero de células por 0,1 mm?® (correspondiente a cada
cuadrado), 10 el factor de conversién de 0,1 mm®a 1 mm®, 10 el factor

de conversién de mm?® a mly D el factor de dilucién correspondiente.
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En cada experimento se hizo el recuento en los 9 cuadrados que
confinen la cdmara y el valor de la media es el que se consideré como

Ng. Cada muestra se cuantificé por triplicado.

Se tomaron 15 pl de la suspension celular homogénea en un tubo de 1,5
ml y se afiadié un volumen igual de una solucién de azul tripan al 0,4%
(Sigma-Aldrich). Cuando el nimero de células en cada recuadro era
superior a 100, se hacia una dilucién 1/10 - para minimizar el error de

lectura asociado a las altas densidades celulares-.

De este modo se procedié al recuento de células vivas y muertas,

expresandose el porcentaje de viabilidad como:

Viabilidad celular (%) = (nimero de células vivas) + (nimero de

células vivas + nimero de células muertas) x 100.

7

< Lisis y fraccionamiento celular

Las células se lavaron con 2 ml de PBS y se afiadieron 300 pl de
tampdn de lisis hipotdnico frio (ver tabla 3). Los pocillos se rasparon y
las células se mantuvieron en hielo durante 20 min, tras lo cual se
centrifugaron (800g, 10 min, 4°C), y los sobrenadantes (fraccion
citosolica) se congelaron a -80°C. Los precipitados se lavaron con 300
ul de tampon de lisis hipotonico frio y se centrifugaron (1000g., 5 min.,
4°C). Los sobrenadantes se desecharon y los precipitados se
resuspendieron en 100 pl de tampon de lisis hipertdnico frio (ver tabla
3); se incubaron en hielo durante 30 min., se sonicaron 2x5 seg.
(Branson Sonifier 150, Danbury, EEUU) y se centrifugaron (20.000g,
25 min, 4°C). Finalmente los sobrenadantes (fraccion nuclear) se

congelaron -80°C.
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<& Ensayo de actividad de PREP

El ensayo realizado estd basado en un protocolo publicado

anteriormente (Garcia-Horsman y cols., 2007a).

Las muestras de extractos citosélicos y nucleares fueron descongelados
en hielo. El ensayo se llevé a cabo en placas de 48 pocillos y cada
muestra se hizo por triplicado. En el caso de muestras citosolicas se
incubaron 53 pl de cada muestra y 2.5 ul del sustrato de PREP Suc-Gly-
Pro-AMC (Bachem, Alemania), en un volumen final de 125 pl con
tampon de incubacion (ver tabla 4) durante 60 min a 37°C. Se incluyo
un blanco que contenia tampon de lisis hipotonico. Por otra parte, se
incubaron 22,5 pl de cada extracto nuclear y 2,5 pul del mismo sustrato,
en las mismas condiciones que los extractos citosolicos- siendo también
el volumen final de 125 pl en tampdén de incubacion. En este caso
también se utilizd un blanco con el tampdn de lisis hiperténico. La
reaccion fue parada con 125 pl de tampon de finalizado (ver tabla 4). La
fluorescencia liberada por el AMC fue medida por un lector de
fluorescencia en placa (Victor 2, PerkinElmer, EEUU), bajo una

longitud de onda de excitacion a 360 nm y de emisién a 460 nm.

<& Estudio morfolégico

Para realizar este experimento se utilizaron placas de 6 pocillos y se
sembraron 0,1x10° células en cada uno en 2 ml de medio suplementado,
siguiendo el protocolo ya descrito. Transcurridas 4 horas del cultivo
celular (DIV 0) se afiadieron los volimenes necesarios de JTP-4819,
KYP-2047 o ZPP, en sus correspondientes pocillos, para alcanzar una
concentracion final de 10uM. Tras 24 horas del cultivo se afiadié 10
uM de acido retinoico. Los inhibidores fueron afiadidos por un
investigador diferente al que llevd a cabo el estudio morfolégico, a fin

de asegurar la objetividad del estudio.
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Las células fueron incubadas en atmésfera himeda y 5% de CO, a
37°C, y pasados 6 dias del cultivo fueron observadas con un
microscopio optico de contraste de fases (Nikon Eclipse TE300; Garden
City, N.Y., EEUU) y un objetivo 20X. Se tomaron fotos al azar como

muestra la siguiente figura:

Divisién en 5 areas Q Q

Divisién en 3 subdreas

Figura 14. Esquema de la distribucion de areas y subareas de cada pocillo en la toma

de fotos para el estudio morfoldgico.

Se tomé 1 foto de cada subérea y, por tanto, 15 fotos de cada pocillo.

En cada foto se hizo un recuento de lo siguiente:

. Numero de neuronas diferenciadas: se tomaron aquellas

neuronas diferenciadas con neuritas alargadas y estrechas,
independientemente de que formaran conexiones con otras neuronas o

no.

. Nimero de neuritas por neurona: se contaron aquellas de

emergian del cuerpo neuronal o soma.

. Longitud de las neuritas: se expresé como el n° de veces del

tamafio del soma.
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. NUmero de conexiones por neurona: se obtuvo al dividir el

ndmero de conexiones presentes entre el nimero de neuronas

implicadas.

Los resultados del contaje fueron analizados, tal y como se describe en

el apartado 2.2.4., correspondiente al estudio estadistico.

o Valoracion de los niveles de inositol trifosfato (1P3)

El protocolo que se llevé a cabo en esta tesis para la cuantificacion de
IP; fue adaptado siguiendo el fundamento del kit comercial IP-3
radioreceptor assay kit (Perkin-Elmer, EEUU). Este ensayo se
fundamentd en lo siguiente: el IP; no marcado presente en la muestra
compite con una cantidad fija afiadida de 1P3-[°H], por su unién a una
cantidad limitada de receptor de IPs, procedente de un extracto de
cerebelo de rata. El IP5 unido es separado del 1P3 no unido (IP3 libre),
mediante centrifugacion; de modo que el complejo formado por la
unién del 1P3 con el receptor queda en el fondo del tubo, mientras que el
IP; libre permanece en el sobrenadante. Una vez descartado el
sobrenadante la fraccion unida es resuspendida y la radiactividad
presente, procedente del IPs-[*H], detectada en un contador de B-
centelleo. De este modo, la radiactividad medida es directamente
proporcional a la cantidad de IP3-[*H] presente y, por tanto,
inversamente proporcional a la cantidad de IP5sin marcar presente en la
muestra. La cantidad de IP; no marcada presente en cada muestra puede
calcularse por interpolacién en una recta patron en la que se han

utilizado distintas cantidades de un estandar de IP5sin marcar.

> Aislamiento de células

Se sembraron 0,5x 10° células en placas de 6 pocillos, siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 2.2.1. Tras incubar las células el
tiempo establecido para cada experimento, se obtuvo una suspension

celular a partir de las células adheridas a la placa, siguiendo el

81



Metodologia

protocolo ya descrito. A continuacion se centrifugd dicha suspension
(500g, 3 min, 20°C) v, tras descartar el sobrenadante, las células fueron
resuspendidas en 1 ml de PBS, a fin de eliminar los restos de tripsina,
EDTA y medio. Se centrifug6 en las mismas condiciones anteriores y el
sedimento obtenido se resuspendid en 620 pl de PBS frio, y se mantuvo

en hielo hasta el momento de la lisis celular.
> Lisis de células

Se afiadieron 60 pl de HC10,4 al 20% en PBS al tubo que contenia 300
ul de la suspension celular. Los tubos se mantuvieron en hielo durante
20 minutos y se centrifugaron (2000g, 15 min, 4°C). A éstos se les
afiadid el volumen necesario de una solucién de 1,5 M KOH-60 mM
HEPES, hasta alcanzar un pH alrededor de 7,5 -utilizando papel
indicador de pH (Merck, Darmstadt, Alemania)-. A continuacién los
tubos se centrifugaron, en las mismas condiciones anteriores, y los
sobrenadantes se congelaron a -20°C, hasta realizar el ensayo de

cuantificacion de IPs.

> Preparacion de los distintos reactivos para el ensayo

. Preparacion del estandar de 1P

Se prepararon alicuotas de una disolucion 50 pM de D-myo- inositol-
1,4,5-trifosfato (Sigma-Aldrich) en agua mili-Q, las cuales fueron
congeladas a -20°C hasta su utilizacién. En el momento de realizar la
cuantificacion del IP5, las alicuotas necesarias se descongelaron en
hielo y se prepar6 una disolucion final de 4 nmoles/ml en agua mili-Q,

la cual se mantuvo en hielo hasta su uso.

J Preparacion del 1P; radiactivo

El D-myo- inositol-1,4,5-trifosfato-[*H](Perkin- Elmer) utilizado tenia
una actividad especifica de 18 Ci/mmol y una concentracion radiactiva
de 0,01mCi/ml.

82



Metodologia

La concentracién quimica de la disolucion de IP; radiactiva fue 555,55
pmol/ml. Unos instantes antes de llevar a cabo la cuantificacion de 1P,
se prepar6 una disolucion de 50 pmol/ml en agua mili-Q, que se

conservo en hielo hasta su uso.

. Preparacion del extracto crudo rico en receptor de IP;

Los cerebelos utilizados para la obtenciéon del extracto fueron
proporcionados por el Dr. Pekka Ménnistd del Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Helsinki. Las ratas (raza Wistar, adquiridas de Harland
Laboratories, Paises Bajos, con un peso de 190-200 gramos) fueron
decapitadas vy, tras la extraccién de los cerebros, los cerebelos fueron
diseccionados, pesados, congelados en nitrégeno liquido y mantenidos

a -80°C hasta su utilizacion.

Los cerebelos se descongelaron en hielo y se les afiadié un 10% (p/v)
de tampon de homogenizacion frio (100 mM KH2PO4, 1mM EDTA a

pH 7.5) que contenia un cActel de inhibidores de peptidasas (complete;

Roche, Mannheim, Alemania). Los cerebelos se homogenizaron
(Kontes® Microtube Pellet Pestle® Rods with motor, Daigger, Vernon
Hills, lllinois, EEUU) tras lo cual, los homogenados se trasvasaron a un
tubo Unico para proceder a la lisis celular con ultrasonidos con un
sonicador (Branson Sonifier 150, Danbury, EEUU), 2 x 5 segundos y
una amplitud de 3. A continuacion el extracto se centrifugd (5000 rpm,
10 min, 4°C) v, el sobrenadante se alicuot6 y congeld a -80°C hasta su
utilizacion. Se determind la concentracion de proteina mediante el
ensayo Bradford, como se explicard mas adelante. La concentracion del
extracto, determinada por el método Bradford, fue de 7 mg/ml. Se
prepard una disolucion del extracto con una concentracion final de 1,25
mg/ml en el tampdén de homogenizacion frio en el momento de la

cuantificacién del IP,.
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> Preparacién de las muestras

Unos instantes antes de llevar a cabo el ensayo de cuantificacion de IP3,
las muestras se descongelaron en hielo y se diluyeron en un volumen

doble de agua mili-Q.

> Cuantificacion del 1P;

A partir de la disolucidn de 4 nmoles/ml de 1P estandar, se prepar6 una
recta patron que contenia 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 pmoles de IP; en cada
tubo. Ademas, se prepard un tubo para saber las cuentas totales (CT),
otro con un blanco para conocer la unidn no especifica (UNE) y un
blanco cero (Bp). Los estdndares de la recta patron, asi como las
muestras y los blancos mencionados, se prepararon por triplicado segln
la siguiente tabla:

Tabla 5. Volimenes (en ul) de cada componente para la preparacion de la recta

estandar, las muestras y los diferentes blancos necesarios para llevar a cabo el ensayo

de cuantificacion del IPs.

Componente Estandar | Muestra | UNE Bo CT

Tampdén  de | 165 165 165 165 490
incubacidon

(0,1 M Tris-
HCI, 4 mM
EDTA, pH 9)

Agua mili-Q 125

Estandares de | 125
IP; (100-6,25
pmol)

Estandar  de 125
IP3(4nmol/ml)
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Tabla 5. Continuacion.

Componente Estandar | Muestra | UNE Bo CT
Muestra 125

IPs-[*H] 10 10 10 10 10
radiactivo (50

pmol/ml)

Receptor de | 200 200 200 200

IP; (extracto

crudo de

cerebelo de

rata; 1,25

mg/ml de

proteina)

Volumen total | 500 500 500 500 500

Los tubos se incubaron en hielo 10 min. A excepcion del tubo CT, se
centrifugaron (4000g, 5 min, 4°C) vy, tras descartar los sobrenadantes,
los sedimentos fueron resuspendidos en 500 ml de agua mili-Q. Se
tomaron 400 pl de cada tubo y se trasvasaron a un tubo de 4 ml (Zinsser
Minis®1000, Zinsser Analytic, Frankfurt, Alemania) al cual se afiadié 2
ml de liquido de centelleo (Optiphase HiSafe3, Perkin-Elmer, EEUU).
Las dos fases desaparecieron, tras agitar con un agitador eléctrico a
maxima velocidad. Finalmente la radiactividad fue medida en un
contador de B-centelleo (1414 Winspectral; Wallac, Mass., EEUU). La
radiactividad de los distintos estdndares, asi como de las muestras se

expresaron como:

cpm estandar o muestra- cpom UNE

%B/Bo =
cpm Bo — cpm UNE
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Los pmoles de IP5 se calcularon al interpolarse los valores obtenidos en
la recta estandar, la cual se prepar6 para cada experimento. Los
resultados se expresaron como pmol/10° células. Tanto las muestras

como los experimentos se realizaron por triplicado.

<& Estudio de la expresion de PREP. Estimacidn de los niveles
de ARNm.
> Cultivo celular

Se sembraron 1x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos,
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.2.1., y se
incubaron a 37°C hasta el momento de su utilizacion.

> Tratamiento

A las 24 h. del cultivo (DIV1) se afiadio acido retinoico a la mitad de
los pocillos, para obtener una concentracion final de 10 pM. Los
pocillos con Unicamente medio fueron considerados controles. El dia 8
las células se lavaron, dos veces, con 2 ml de medio completo. Se
afiadieron otros 2 ml de medio y se adiciond el &cido retinoico de
nuevo, en la mitad de los pocillos que habian estado expuestos a €l
desde el dia 1, mientras que el &cido retinoico fue retirado en la otra
mitad de los pocillos cuyas células también habian estado expuestas a
él. Los controles también fueron lavados. El mantenimiento de las

células se llevé a cabo cambiando el medio cada 3-4 dias.

> Aislamiento de células

Tras despegar con una solucién de tripsina las células adheridas en los
pocillos, siguiendo el protocolo ya expuesto, se procedio a su contaje en
una camara Biirker y a la lisis y extraccion del ARN total de 2x10°

células, como se detalla a continuacion.
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> Lisis y extraccion de ARN total

° Consideraciones generales

La lisis y la extraccién del ARN total de las células presentes en cada
muestra se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante del kit
utilizado (Aurum Total RNA Mini Kit; Biorad, Hércules, CA, EEUU).

Dado que el ARN es una molécula muy labil, fue necesario tomar una
serie de medidas especiales durante su extraccion. Por ello siempre se
trabajé con guantes libres de RNasas (MoBio Laboratories Inc, CA,
EEUU). Asimismo, la superficie del banco de trabajo, las pipetas, las
superficies de las cajas de puntas, el rotor y la cAmara de la centrifuga
se pulverizaron con UltraClean® Lab Cleaner, una solucién que degrada
las Rnasas (MoBio Laboratories Inc, CA, EEUU). Todo el material
desechable, como los tubos (Biorad, Hércules, CA, EEUU y Applied
Biosystems, Foster City, CA, EEUU) y las puntas con filtro, (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EEUU) eran estériles y libres de RNasas.

La extraccion del ARN, la preparacion de los cOcteles de reaccidn para
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y la ubicacién del
termociclador, se realizaron en habitaciones separadas para evitar

cualquier riesgo de contaminacion.

. Preparacién de los reactivos necesarios para la extraccion
del ARN

Todos los reactivos empleados se prepararon siguiendo las

instrucciones del fabricante.

. Procedimiento de lisis y extraccion

Se lisaron 2x10° células, siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Se tomd una alicuota de 5 pl del eluato final, para

determinar la concentracion del ARN total de la muestra, como se
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explica a continuacion. El resto se congel6 a -80°C hasta su utilizacion.

Las muestras se realizaron por triplicado.

. Determinacion de la concentracion de ARN total

Las muestras se descongelaron en hielo, donde permanecieron durante

la medicién.

La concentracion del ARN total (ng/ul) se determind con el
espectrofotometro  Nanodrop  ND-1000 (Thermo  Scientifics,
Wilmington, DE, EEUU), utilizando 1 ul de cada muestra. Los valores
del cociente A260/A280 obtenidos oscilaron entre 2,08-2,38. Las
mediciones se realizaron por triplicado y se tom6 como concentracion
de ARN de la muestra el valor medio de concentracion obtenido de las

3 medidas.

> Retrotranscripcion del ARN

Para la retrotranscripcion del ARN (RT-PCR) se utilizé el kit iScript™
cDNA Synthesis Kit (Biorad, Hércules, CA, EEUU), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizaron placas blancas de 48 pocillos
libres de RNasas (Biorad, Hercules, CA, EEUU). EIl termociclador
empleado fue el MiniOpticon Real Time PCR System (Biorad,
Hercules, CA, EEUU). En la mezcla de reaccion se utilizaron 10 ul de
muestra (entre 60 y 500 ng de ARN total). Las muestras se realizaron

por triplicado.

> Amplificacion del ADNc mediante PCR a tiempo real

Se utilizé el termociclador MiniOpticon Real Time PCR System
(Biorad, Hercules, CA, EEUU) utilizando los reactivos del kit iQ™
SYBR® Green Supermix (Biorad, Hercules, CA, EEUU) y siguiendo
las instrucciones indicadas por el fabricante. A partir de la secuencia del
gen que codifica para PREP disponible en el banco de genes (GenBank,
NCBI) se disefiaron los cebadores PREP-1 y PREP-2 utilizando el
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programa Gene Runner 3.05 (Hasting Software Inc., NY, EEUU).
Ambos cebadores fueron sintetizados por Oligomer (Helsinki,
Finlandia). El tamafio del fragmento amplificado fue de 360 pares de

bases.

La secuencia de nucledtidos de PREP-1 y PREP-2 se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla 6. Caracteristicas de PREP-1 y PREP-2 utilizados en la PCR en tiempo real.

Cebador | Direccion Secuencia (52> 3) Tamafio T
(nt)
PREP-1 | Sentido 5 20 nt 62,8°C
ATGCTGTCCCTTCAGTACC
C3
PREP-2 | Antisentido | 5GCTGAACGCATAACCTC 19 nt 65,5°C
GG ¥

En todas las placas, se utilizaron como blanco tres pocillos en los que
en vez de muestra se afadieron 2 pl de agua libre de RNasas. Ademas,
también se utilizaron como patrén interno varias muestras, de las que ya
se habia hecho la PCR y se conocian los valores de Ct, a fin de poder
comparar los Ct obtenidos en sucesivas PCR con el ya conocido y
corregir asi los Ct de las nuevas muestras, respecto a la desviacion entre
el valor de Ct inicial y el Ct nuevo del patron interno. Para comprobar
la especificidad del producto amplificado, una vez terminada la PCR a
tiempo real, se afiadié un programa de aumento de temperatura para

verificar la temperatura de fusion (Tm) del amplificado.

Los valores de C; se compararon con una curva estandar de un
fragmento del plasmido de prep cDNA (fragmento Bam HI/Eco RI
procedente del plasmido pBADHuUmPREP, descrito en Venaldinen y
cols., 2006).
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7

<& Estudio de los niveles de las quinasas 1 v 2 (ERK 1/2)

extracelulares reguladoras de sefial

Las quinasas 1y 2 extracelulares reguladoras de sefial (ERK 1/2) fueron
determinadas mediante inmunoelectrotransferencia. Tras lavar las
células con PBS y desprenderlas de las placas, siguiendo el protocolo
ya descrito, se tomaron 0,5 x 10 ° células. Estas fueron resuspendidas en
120 pl de tampon de lisis (20mM Tris HCI, 1% Tritdn X-100, 250 mM
NaCl, 10% Glycerol, 2 mM EDTA, pH 7.5), en presencia de un coctel
de inhibidores de fosfatasas (PhosSTP; Roche). Las células se
sonicaron 5x2 seg., se incubaron 30 minutos en hielo y se centrifugaron
(20.000g, 15 min, 4°C). El sobrenadante se congelé a -80°C para hacer
la inmunotransferencia. La electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
(12% acrilamida-besacrilamida), asi como la
inmunoelectrotransferencia, fueron realizadas en condiciones estandar.
Se realizaron 2 geles idénticos; uno de ellos fue incubado con el
anticuerpo anti ERK 1/2 (1:1000, anticuerpo policlonal anti-humano de
raton, Santa Cruz, CA, EEUU), mientras que el otro lo estuvo con anti-
fosfo- ERK 1/2 (1:1000, anticuerpo monoclonal anti-humano, Danvers,
Mass., EEUU). Tras lavar 3 veces con TTBS (500 pl Tween-20 en 1
litro de 0,5 M NaCl y 20 mM Tris-HCI pH 7.6), se afiadi6 el anticuerpo
secundario (1:3000, complejo 1gG-peroxidasa de cabra anti-humano,
Pierce, Mass., EEUU) y los geles fueron incubados durante 2 h. La
deteccion de las bandas se llevé a cabo mediante el Supersignal West
Femto (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU). La sefal fue
grabada por el Syngene Bio Imager y la densidad de la banda fue
medida con el Genesnap software (Syngene, Cambridge, Reino Unido).
Las kinasas fosforiladas (p-ERK 1/2) fueron determinadas mediante el
calculo del cociente de las bandas de intensidad de la forma fosforilada
en relacion a la no fosforilada. Se realizaron 4 experimentos por
condicién y la densidad de banda se expresé como el valor medio de

cada uno de los resultados obtenidos.
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2.2.3.  Muerte inducida con 6-OHDA

Se utilizaron 4 placas de 96 pocillos en las que se sembraron 90.000
células en cada pocillo en 150ul de medio DMEM/ Ham'’s F12 (1:1)
completo, siguiendo el protocolo ya descrito en el apartado 2.2.1. A las
24 h. se afiadi6 el inhibidor a los pocillos correspondientes (10 pM).
Las placas se mantuvieron a 37°C durante 7 horas. Se preparé una
bateria de tubos con medio completo a los cuales se les afiadid el
volumen necesario de 6-OHDA con un 0,2% de acido ascdrbico,
previamente esterilizado (Acrodisc®, Pall Life Sciences) para obtener
concentraciones finales del toxico entre 30 y 100 uM en presencia y en
ausencia de 10 uM de JTP. Se afiadieron 150 ul de cada condicion a su
pocillo correspondiente. De este modo el experimento constaba de
pocillos con medio en presencia y ausencia del inhibidor (controles) y
pocillos con 6-OHDA en presencia y ausencia del inhibidor. Las placas
fueron incubadas a 37°C durante 15 y 44 h. Para cada tiempo, una placa
se utilizé para ensayo de viabilidad por MTT y la otra para la medicion
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Tanto las muestras como

los experimentos se realizaron por triplicado.

<> Medida de la supervivencia tras citotoxicidad inducida con
6-OHDA

La supervivencia se estimé mediante el método MTT. En cada pocillo
se afiadio 10 pl de la disolucion madre de MTT, ya descrita, y la placa
se incubo 3 horas a 37°C. Tras aspirar el medio se afiadieron 200 ul de
DMSO y se midio la absorbancia, a una longitud de onda de 550 nm en
un espectrofotometro (BioRad, Model 550, Hercules, CA, EEUU), tras

restar a 655 nm la sefial de ruido de fondo.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de supervivencia

obtenido respecto del control. Las muestras se realizaron por triplicado.
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<& Medida de la liberacién de LDH tras citotoxicidad
inducida con 6-OHDA

Se llevé a cabo mediante el kit Cytotox-ONE™

(Promega, Madison,
WI, EEUU). Los reactivos fueron reconstituidos y conservados

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Este kit mide la liberacidn de la enzima LDH citosélica al medio por
parte de las células dafiadas, dado que no mantienen la integridad de su
membrana. Para ello la conversion de lactato en piruvato llevada a cabo
por esta enzima, es acoplada a otra reaccion que transforma el producto
resazurina en un producto fluorescente Ilamado resorufina. De este
modo, la intensidad de fluorescencia medida es directamente
proporcional a la cantidad de LDH presente en el medio. Se afiadieron
50 ul del reactivo CytoTox-One a 50 ul del medio de cada pocillo. La
lectura de los pocillos se realizd6 mediante fluorescencia (Varioskan,
Thermo, Waltham, MA, EEUU), empleando una longitud de onda de
excitacion de 560 nm y de emision de 590 nm. Los resultados se
expresaron como el porcentaje respecto al control tras restar el blanco,
siendo éste el valor medio de fluorescencia obtenido en los pocillos con

medio sin células.

2.2.4. Andlisis estadistico de los datos

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa GraphPad
Prism (version 4.03, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EEUU).
Los datos procedentes de los estudios de viabilidad y actividad se
sometieron a un analisis de varianza (one-way ANOVA), seguido del
test de Tukey, a fin de analizar las diferencias entre el grupo control y
los grupos problema. Se consider6 como estadisticamente diferentes en

los casos en los que P<0.05.

Para llevar a cabo el analisis de los transcriptos de ARN, los niveles de

IP; y las bandas de densidad de ERK 1/2 fosforiladas se realizaron
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analisis de varianza de 2 o mas factores (Two-way ANOVA), seguidos
del test de Bonferroni. Los errores estandar de la media (SEM) se
mostraron como bandas de error.

Para realizar analisis estadistico para el estudio morfoldgico de las
células SH-SY5Y en presencia y en ausencia de JTP-4918, se recurrio
al proyecto R para la computacién estadistica (http://www.R-
project.org), utilizando modelos lineales generalizados (McCullagh y
Nelder, 1989): regresion de Poisson para los contajes de neuronas
diferenciadas y neuritas, regresiébn gamma para la longitud de las
neuritas y regresion logistica multinomial para el computo de
conexiones entre neuronas. Se considerd6 como estadisticamente

diferentes aquellos analisis en los que p< 0,05.
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1. RESULTADOS

1.1. Localizacion de PREP, mediante microscopia
confocal, a lo largo de la vida de las células granulares de

cerebelo.

PREP fue visualizada a lo largo del cultivo de las células granulares de
cerebelo, tras fijar las células con paraformaldehido e incubarlas en
presencia del inhibidor fluorescente Fluo-JTP, tal y como se ha
detallado en el apartado de metodologia. Se encontré que durante los
primeros DIV de la diferenciacion, y mas concretamente en el DIV 3,
PREP se localizaba, principalmente, en el nicleo de la mayoria de estas

neuronas si hien también aparecia en el citonlasma (ver fiaura 15.).

PREP DAPI SUPERPOSICION  piv

20
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Figura 15. Localizacion de PREP en el interior de las células granulares de cerebelo a
lo largo de su ciclo de vida. Las células fueron fijadas en los dias que figuran como DIV,
incubadas con el inhibidor de PREP conjugado con fluoresceina (fluo-JTP, en verde) y
tefiidas con DAPI para la visualizacion de los ndcleos, en azul. Las estructuras similares
a vesiculas que aparecen en verde estdn remarcadas mediante flechas blancas. Las
flechas amarillas sefialan algunos de los ndcleos que presentaron PREP en su interior.
La barra representa una escala de 10 um. Las fotos muestran la proyeccion de: 20
imadgenes tomadas a lo largo del eje Z en un espacio de 18.357 um para el DIV 3; 5
imdagenes en un campo de 20 um (DIV 7); y 25 imagenes en un espacio de 25 um (DIV
20).

Los nucleos aparecieron intensamente marcados, pudiéndose distinguir
claramente del citoplasma (ver flechas amarillas en la figura 15.). La
fluorescencia también se localiz6 alrededor de los nlcleos, de forma
intensa, a modo de agrupaciones de vesiculas en forma de racimo- en
cuyo interior también se encontrd la enzima. Ademas, se encontraron
vesiculas intensamente fluorescentes dispersas y alejadas de los ndcleos

(ver flechas blancas en la figura 15.).

En las neuronas maduras de 7 dias, PREP se encontr6 ampliamente
distribuida por todo el citoplasma y también en la red de conexién de
las neuritas, sin seguir un patron determinado. En las neuronas
envejecidas (DIV 20) PREP tendié a “migrar” hacia el soma nuclear,
localizandose perinuclearmente, en el interior de vesiculas. También
fue posible distinguir pequefias agrupaciones de fluorescencia intensa -
al igual que durante los primeros estadios de la diferenciacion-, situadas
lejos del nucleo y ampliamente distribuidas en la preparacion, sin seguir
un patron marcado. Durante esta fase, a diferencia de lo observado
durante la maduracion (DIV 7), las proyecciones de las neuritas no

aparecieron marcadas con el inhibidor fluorescente.

1.2. Patrén de la actividad de PREP en el citoplasma, en
el nucleo y en las membranas durante el ciclo de vida de las

células granulares de cerebelo.
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Las células fueron cultivadas hasta los tiempos que aparecen en la
figura 16, tras lo cual se lisaron siguiendo el protocolo descrito en el
apartado de metodologia. Una vez obtenidos los extractos
citoplasmaticos, nucleares y membranales a estos tiempos, se procedio
a la medida de la actividad de PREP presente. Se encontrd que el patron
de actividad de PREP fue diferente entre las distintas fracciones
celulares (citosolica, nuclear y membranal) analizadas, asi como a lo
largo del tiempo para cada una de las fracciones. Ademas, dicho patron
de actividad se ajusté a los resultados obtenidos de la localizacion de la
enzima, mediante su unién a Fluo-JTP, a lo largo de la vida de las

células granulares de cerebelo (ver figuras 15 y 16).
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Figura 16. Registro de las oscilaciones de la actividad de PREP en la fraccion
citosdlica, nuclear y membranal a lo largo del ciclo vital de las células granulares de
cerebelo. Cada medida fue realizada por triplicado. Las barras de error indican *
S.E.M., n=6-18. Los valores de p hacen referencia al valor con respecto al pico anterior:
* <0.05; ** <0.01; *** <0.001. Las flechas muestran los puntos en los que se hizo la
inmunotransferencia (DIV 7 y DIV 20). (A) Actividades de PREP en los extractos
citosolicos (linea continua), nucleares (linea discontinua) y membranales (linea fina). (B)
Ampliacidn de la imagen A. Actividad de PREP en la fraccion nuclear (linea discontinua)

y membranal (linea continua).

Sin embargo, este patrén de actividades fue mucho mas curioso de lo

que realmente se esperaba. A partir del DIV 7, cuando las células
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expresaron el pico mas alto de actividad de la enzima, se encontraron

otros picos posteriores a lo largo del cultivo de las neuronas.

En el DIV 1 la actividad de PREP fue relativamente pequefia en el
citoplasma, la cual aument6 unas diez veces hasta el DIV 7, durante la
diferenciacion neuronal y cuando las células ya desarrollaron sus
conexiones entre ellas (ver la figura 16A). El pico de expresién de
PREP, en el DIV 7, coincidi6 con el momento de la completa
diferenciacion en las células granulares de cerebelo. Posteriormente, la
actividad total de PREP disminuy6 hasta los DIV 10-11, momento en el
que volvid a ascender hasta alcanzar otro pico maximo en el DIV 13.
Durante los siguientes 25-26 dias se encontraron picos oscilantes de
actividad con una frecuencia de entre 7 y 8 dias, esto es, con picos de
actividad alrededor de los DIV 20, 28, 35 y 42, con descensos
consecutivos en “amplitud”. A su vez, el pico 42 coincide con un
descenso brusco en el nimero de células (ver figura 17). Pese a que las
células comenzaron a morir a partir de este punto, alrededor del dia 49
se detectd otro pico de actividad significativamente més alto que el
previo. A continuacién, se observé un descenso de la actividad de
PREP hasta cero en el DIV 59 (Figura. 16), punto en el que la

viabilidad también se acercé a cero (Figura. 17).

El comportamiento de la actividad de PREP en la fraccion nuclear
correspondiente al DIV 1 fue comparable con el observado en el
citosol, si bien los niveles detectados fueron diez veces menores (ver
figura 16). Sdlo se detectd un ligero aumento durante la maduracion, si
bien permanecié casi constante durante la diferenciacion y maduracion.
Finalmente, el nivel de la actividad de PREP decay6 en el punto en el
que también se detecté la minima viabilidad celular (DIV 59) (ver
figuras 16 y 17). La actividad de PREP en el nucleo no fue ciclica. Se

encontr6 un aumento pequefio, pero significativo, en los dias 7-8;
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después del cual ésta descendid lentamente hasta que la viabilidad
celular fue préacticamente nula (Figs. 16 y 17).

En cuanto a la actividad de PREP asociada a las membranas, s6lo
result6 ser el 10% de la actividad citosolica o nuclear en el DIV 1 (ver
figura 16). En los dias posteriores se aprecid un ligero aumento, hasta el
dia 7-8; a partir del cual descendié hasta alcanzar niveles indetectables
(DIV 18). A medida que las células fueron envejeciendo se detectaron
picos oscilantes en la actividad, si bien dichos niveles se encontraron

muy cercanos al limite de deteccion (Figura. 16).

12

Contaije celular (10™)

0-0 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Dias in vitro DIV)

Figura 17. Curva de viabilidad de las células granulares de cerebelo in vitro. EI nimero
de células es solamente relativo. La viabilidad celular en el DIV 0 fue medida mediante
un microscopio, empleando un hemocitdmetro. La recta estandar fue construida
representando el nimero de células obtenido mediante contaje, frente al valor
correspondiente obtenido mediante absorbancia por el método de MTT. El crecimiento
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aparente que se observo tras los primeros dias del cultivo, dado que estas células no se
dividen, se debié al aumento del volumen celular y al crecimiento y desarrollo de las
neuritas. El valor absoluto de células fue practicamente el mismo hasta el dia 42, a partir
del cual las células comenzaron a morir rapidamente hasta el dia 59.

La presencia de la proteina PREP en las diferentes fracciones
subcelulares fue confirmada mediante electroinmunotransferencia,
utilizando un anticuerpo anti-PREP especifico, ya descrito (My&hénen
y cols., 2007). En la figura 18 aparecen las fracciones citoplasmaticas,
nucleares y membranales procedentes de las células granulares de
cerebelo en cultivo, correspondientes al DIV 7 y al DIV 20. Los niveles
de proteina detectados no se correspondieron con los niveles de
actividad medidos en estos puntos. Mientras que en el DIV 7 la
actividad en el citosol fue diez veces superior a la actividad medida en
el ndcleo, la intensidad de la banda obtenida mediante
electroinmunotransferencia fue sélo ligeramente superior en la fraccién
citoplasmatica que en la fraccion nuclear. La fraccion correspondiente a
las membranas también mostré cantidades considerables de proteina
PREP en comparacién con los niveles de la actividad de PREP
registrados, siendo éstos cien veces inferiores a los detectados en la

fraccion citoplasmatica.

DIVY DIV 20
C Ci ! Nu Me Ci Nu Me

Q.--...-.

Figura 18. Deteccién de la proteina PREP mediante inmunoelectrotransferencia. La

electroforesis se realizo con 10 ug de proteina procedentes de la fraccion citoplasmatica (Ci),

nuclear (Nu) y membranal (Me) obtenidas a partir de un cultivo de células granulares de

cerebelo, correspondientes al DIV 7 y al DIV 20. La deteccion de PREP se llevé a cabo

mediante un anticuerpo especifico anti-PREP. Se utiliz6 PREP recombinante purificada como

control (C). Las condiciones se describen en el apartado de metodologia.
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1.3.  Niveles de la actividad de PREP durante la
proliferacion y la diferenciacién de la linea celular SH-SY5Y.

Se midieron los niveles de actividad de PREP en los extractos
citoplasmaticos y nucleares de las células SH-SY5Y en proliferacion
durante mas de 30 dias. Tal y como se puede apreciar en la figura 19A,
se observo que la actividad de PREP en el citoplasma disminuyo
lentamente y de forma continua a partir del dia 0, a medida que las
células iban dividiéndose, hasta que alcanzaron el estado de confluencia
en las placas -hecho que sucedié entre los dias 10 y 15 tras el cultivo-.
A partir del dia 15 la actividad de PREP citosolica se mantuvo a niveles

bajos hasta el final del experimento.

C AR C AR

Actividad de PREP (nmol/min/10° células)
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Figura 19. Niveles de actividad de PREP frente a los dias in vitro (DIV) en citoplasma
(A) y en nucleos (B) determinados en células SH-SY5Y en condiciones control (e), tras

inducir la diferenciacién con dcido retinoico (AR) (10 uM; o) y tras retirar el AR (A).
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Los niveles de proteina de PREP determinados mediante inmunoelectrotransferencia para
el DIV 4y el DIV 20 en las células control (C) y las células en diferenciacién inducida (RA)
figuran en un recuadro, en la parte superior de las graficas A y B. (C) Curva de
crecimiento de las células SH-SY5Y en condiciones de proliferacion (e,0), durante la

diferenciacion inducida con acido retinoico (A y A), tras retirar el acido retinoicomy o) y

Por otra parte, en el DIV 1 la actividad de PREP dentro de los nicleos
aumentd hasta tres veces tras compararla con los niveles encontrados
inicialmente (DIV 0), tal y como se puede apreciar en la figura 19B.
Este aumento de la actividad nuclear, que supera en un 200% la
actividad medida en los citoplasmas, se mantuvo hasta el DIV 5. Tan
pronto como las células entraron en la fase logaritmica de crecimiento
(del DIV 5 en adelante; ver figura 19C), la actividad de PREP nuclear
disminuyd drasticamente hasta que las células alcanzaron la confluencia
en la placa, hecho que ocurri6 a partir del dia 10. En ese momento, la
actividad de PREP en los nulcleos alcanzéd el mismo nivel que el

detectado en los citoplasmas.

Paralelamente se registré la actividad de PREP en un cultivo, en el cual
se indujo la diferenciacion de las neuronas mediante la adicion de acido
retinoico en el DIV 1. Bajo estas condiciones, la actividad
citoplasmatica era similar a la registrada en las células control hasta el
DIV 5 (ver figura 19A), momento en el que las células dejaron de
proliferar para poder diferenciarse, tal y como se aprecia en la figura
19C. Se observé un aumento constante de la actividad de PREP
citoplasmatica a partir del DIV 5 hasta el DIV 10, instante en el que
aparecidé una meseta hasta el DIV 25, tras lo cual aumenté de forma

abrupta.

Por otra parte, la actividad de PREP en los nucleos disminuyd
considerablemente en el DIV 2, es decir, transcurridas 24 horas tras la

adicion del acido retinoico, hasta alcanzar niveles similares a los
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medidos en el control. La actividad de PREP nuclear se mantuvo baja

hasta el final del experimento.

A las 24 horas de retirar el acido retinoico (DIV 8), la actividad de
PREP en el citoplasma diminuyé hasta alcanzar niveles similares al
control (ver figura 19A). En estas mismas condiciones, la actividad de
la enzima en los ndcleos también fue similar a los niveles encontrados
en el control (ver figura 19B). Sin embargo, tras el DIV 10, se observo
un aumento continuo de la actividad nuclear, momento que coincidié
con un incremento en la proliferacion de las células, tal y como se
puede observar en la figura 19C. Finalmente, tras el DIV 25 y una vez
alcanzado el estado de confluencia, la actividad de PREP en los ndcleos

volvioé a disminuir hasta alcanzar los niveles encontrados en el control.

Los cambios en los niveles de actividad de PREP, tanto en los
citoplasmas como en los nucleos, se correlacionaron con los cambios
observados en los niveles de proteina analizados por
inmunoelectrotransferencia, tal y como se muestra en el recuadro

superior de las graficas 19A y 19B.

El contaje celular se llevd a cabo en una camara Biirker; tanto en
condiciones control como tras la adicion (en el DIV 1) y eliminacién
(en el DIV 8) del acido retinoico, siguiendo el protocolo explicado en el

apartado de metodologia.

En estos experimentos también se estudio el efecto de la inhibicién de
PREP con 10 uM de JTP-4819 (ver figura 19C). Pese a que dichas
concentraciones fueron suficientes para inhibir la enzima casi
totalmente (ver figura 12), no se aprecié ningln cambio en el
crecimiento de las neuronas respecto a aquellas que crecieron en
condiciones control, en presencia del &cido retinoico o tras eliminarlo,
como se muestra en la figura 19C. Estos mismos resultados también se
observaron al utilizar 10 uM de ZPP y 10 uM de KYP-2047.
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1.4.  Variaciones en la transcripcion del gen que codifica
para PREP durante la diferenciacion de las células SH-SY5Y
inducida por el &cido retinoico.

Con la finalidad de esclarecer el origen del aumento de la actividad de
PREP observada tras la diferenciacion inducida por el acido retinoico,
se midieron los niveles de transcripcion del gen prep, de acuerdo a lo

expuesto en el apartado de metodologia.

Se midieron los niveles de ARNm de prep en condiciones de
proliferacion (control), durante la induccién de la diferenciacion en
presencia de 10 uM de &cido retinoico, asi como tras la eliminacion de

este inductor.

0,6 4

04 -

ARNmM prep (ng/ng de ARN total x 1000)

0,2
C AR C AR -AR Cc AR AR
i ——— - ey e - D e~
0 T T T
0 5 10 15

Dias in vitro (DIV)

Figura 20. Niveles de ARNm de prep en las células SH-SY5Y en condiciones control

(®), tras la induccién de la diferenciacion con 10 uM de dcido retinoico (0) y tras la

eliminacién del mismo (A) a lo largo del cultivo celular (en DIV). Los niveles de

ARNmM fueron medidos mediante RT-PCR cuantitativa, utilizando el ARN total extraido

tras la lisis de 0.5 x 10° células en cada una de las condiciones mencionadas y

siguiendo el protocolo descrito en el apartado de metodologia.
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En la parte inferior de las curvas de expresion del ARNm de prep, se representan los
niveles de proteina PREP  determinados mediante la  técnica de
inmunoelectrotransferencia para el DIV 1, DIV 9 y DIV 15 en condiciones control (C),

durante la diferenciacion inducida con el acido retinoico (AR) y tras eliminarlo (-AR).

Tal y como muestra la figura 20, los niveles de ARNm de prep no
variaron durante el cultivo de las células en condiciones control. Sin
embargo, si se registrd un aumento considerable de los niveles de
ARNm de prep tras la adicion del acido retinoico, observandose un
incremento de la transcripcion de entre el 60 y el 100% los DIV 5, 9y
15 en comparacion con las condiciones control (p < 0,005) (ver figura
20). Tras la eliminacién del acido retinoico de los medios de cultivo
(DIV 8), donde se encontraban las células bajo condiciones de
diferenciacion, los niveles de ARNm de prep descendieron hasta los
encontrados en las células control, es decir, bajo condiciones de
proliferacion (ver figura 20). Esta variacion era consistente con los
cambios observados en la inmunoelectrotransferencia que figura debajo

de las curvas de la figura 20.

15. PREPy el sistema de sefializacion en las células SH-
SY5Y.

Con el propdsito de esclarecer qué funcién ejerce PREP en la
diferenciacion de las células SH-SY5Y con é&cido retinoico, que
justifique tanto el aumento de la actividad enziméatica como de los
niveles de expresion del gen que la codifica observados, se estudié la
posible relacion de esta enzima con vias de sefializacion, que bien
guardan una relacion estrecha con PREP- como el IP5- 0 bien que esta
implicada en la diferenciacion de la linea celular SH-SY5Y con el 4cido
retinoico- como la via de las quinasas extracelulares reguladoras de

sefial (ERK 1/2)-, ambas descritas en la introduccion.
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1.5.1. Inositol trifosfato (I1P3)

Se midieron los niveles de IP5 en las células SH-SY5Y tras la induccion
de la diferenciacion con &cido retinoico, y se compararon con los
detectados en condiciones de proliferacion (control), tanto en presencia
como en ausencia de inhibidores de PREP. La figura 21 muestra los
niveles celulares de IP; en el DIV 5, DIV 7 y DIV 11 medidos en
células que se encontraban tanto en condiciones de proliferaciéon como

de diferenciacion con écido retinoico.
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Figura 21. Diagrama de barras que muestra los niveles de IP; en células SH-SY5Y
cultivadas bajo condiciones de proliferacion (barra blanca) o tras la induccién de la
diferenciacién con 4&cido retinoico (barra gris), tanto en ausencia (A) como en
presencia de 10 uM de JTP-4819 (B, barras rayadas). La diferencia entre los niveles de
IP; en condiciones control y en presencia de &cido retinoico eran significativas (DIV 5,
p<0,005; DIV 7, p<0,05 y DIV 11, p< 0,01), mientras que no se observo ningin cambio
significativo en presencia del inhibidor en ninguna de las condiciones anteriores (control

vs. &cido retinoico).

Durante la proliferacién se observé que los niveles de IP; mostraban un
aspecto acampanado con un pico el DIV 7, momento que coincidi6 con
el aumento del crecimiento celular (ver figura 19C) y una disminucién
considerable de la actividad nuclear de PREP (ver figura 19B). Bajo
estas condiciones, se detectd una disminucion de los niveles de 1Pz en el
DIV 11, momento que coincidié con el estado de confluencia de las
células (ver figura 19C) y en el que la actividad de PREP en los nucleos

o citoplasmas era minima.
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En condiciones de diferenciacion inducida por el acido retinoico, se
observé un comportamiento muy similar al obtenido en condiciones
control. Sin embargo, los niveles de IP; encontrados durante la
diferenciacion eran casi tres veces superiores a los medidos en las
células bajo proliferacion en todos los DIV analizados. Resulta
interesante mencionar que en presencia del &cido retinoico, el pico de
mayor nivel de IP; medido correspondié al DIV 7, momento en el que
las células estaban diferenciadas y su crecimiento se encontraba
detenido (ver figura 19C), a la vez que la actividad de PREP en el
citoplasma y en el nucleo eran bajas. En el DIV 11, cuando los niveles
de IP; se encontraban, de nuevo, disminuidos, la actividad de PREP en
los citoplasmas alcanzé la meseta. La inhibicién de PREP con 10 uM
de JTP-4819 desde el DIV 0 no produjo ninguna variacién de los
niveles de IP; en estos experimentos, ni en condiciones de proliferacién

ni de diferenciacion inducida, tal y como refleja la figura 21B.

1.5.2. Quinasas extracelulares reguladoras de sefial
(ERK 1/2)

Como ya se ha descrito en la introduccion de esta tesis, ERK 1y ERK 2
son quinasas de la familia de las quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) implicadas en la regulacion de muchos procesos celulares,
especialmente en la proliferacién y en la diferenciacion. También se ha
expuesto que el acido retinoico actia a modo de un interruptor en un

programa genético que implica la activacién de ERK 1/2.

Se midieron los ratios de fosforilacion de ERK 1/2 en las células SH-
SY5Y durante el DIV 5 y DIV 9 en condiciones de proliferacion
(control), tras la induccion de la diferenciacién con acido retinoico y
tras la inhibicion con 10 uM de JTP-4819. Los resultados obtenidos en

este experimento se exponen en la figura 22.
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Figura 22. Ratios de fosforilacion (p-ERK/ERK) para ERK 1/2 durante la
proliferacion y diferenciacién con acido retinoico en células SH-SY5Y. El experimento
se realizd en el DIV 5y DIV 9, bajo condiciones control (barras blancas), en presencia
de JTP-4819 (barras grises), y en presencia y ausencia de acido retinoico (barras

rayadas). * p < 0,05.El &cido retinoico fue eliminado en el DIV 8 (-AR).

En estas condiciones, se vio que el &cido retinoico indujo una
disminucion de los niveles de fosforilacion de ERK 1/2 en estadios
tempranos (DIV 5), lo cual fue significativo Unicamente para ERK 2.
Sin embargo en estadios tardios (DIV 9), la ratio de ambas quinasas

fosforiladas aumentaron notablemente.

Durante las primeras etapas (DIV 5) de la diferenciacion con el &cido
retinoico, la inhibicion de PREP no produjo ningun efecto en los
niveles de fosforilacion de ERK 2 y sdlo indujo un ligero aumento en la
fosforilacion de ERK 1, similar a la disminucién encontrada en
condiciones control. En condiciones de proliferacion (control), la
inhibicion de PREP indujo una disminucion de los niveles de ambas

quinasas -si bien solo resultd significativo en el caso de ERK 2-, de
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modo que el inhibidor de PREP simul6 el efecto observado con el acido

retinoico.

En etapas mas tardias (DIV 9) JTP-4819 no indujo ningln cambio en
los niveles de fosforilacién de ERK %, en el caso de células tratadas
con acido retinoico (+AR) ni tras su eliminacién (-AR). PREP fue
inhibida también con ZPP, obteniéndose los mismos resultados que en
el caso del JTP-4819.

1.6. La inhibicién de PREP induce cambios morfol6gicos

en las células SH-SY5Y diferenciadas con acido retinoico.

El desarrollo de neuritas y la conformacion de arboles o redes de
proyecciones son rasgos morfolégicos clave en la caracterizacion de la
diferenciacion de las neuronas. El crecimiento de neuritas juega un
papel fundamental tanto en procesos de plasticidad como en la
regeneracion neuronal. La diferenciacion de las células SH-SY5Y con
el acido retinoico se ha utilizado como modelo para estudiar procesos
moleculares implicados en la formacion de neuritas, tal y como se ha

explicado en la introduccion.

Pese a encontrar un aumento de la actividad enzimatica de PREP, asi
como de los niveles de expresién del gen que la codifica, durante la
diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida con el &cido retinoico,
no se encontré que la inhibicion de esta enzima indujese cambios en la
viabilidad celular, ni cambios morfolégicos detectables a simple vista.
Esto condujo a la realizacion de un examen mas minucioso en el que se
estudiaron diversos parametros morfoldgicos, con el fin de estudiar si
PREP jugaba algin papel en la morfogénesis inducida por el &acido
retinoico en las células SH-SY5Y. Se trabajé con células en el DIV 6,

en presencia y en ausencia del0 uM de JTP-4819.
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La figura 23 muestra las frecuencias estadisticas de encontrar un
nimero determinado de neuronas diferenciadas, un ndmero
determinado de neuritas asi como un tamafio definido de neuritas por
campo, tanto en cultivos control como en presencia del inhibidor de
PREP en el medio de cultivo.

20
m Control

B JTP- 4819
15

Neuronas
diferenciadas (total)
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g0 ¥ 2 3 4 5 A 7 8 9 2031 12 13 14

NUmero de neuronas diferenciadas
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Figura 23. Frecuencia estadistica de encontrar un nimero determinado de células con
aspecto neuronal (A), de neuritas por célula y por campo (B) y una longitud de neurita
concreta (C), en células SH-SY5Y tratadas con &cido retinoico en ausencia (&reas y barras
azules) y en presencia (areas y barras rojas) de JTP-4819. Tanto el contaje como el analisis
estadistico se llevé a cabo tal y como se explica en el apartado de materiales y métodos. El

contaje total aparece en el recuadro. *p< 0,05.
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La frecuencia de encontrar células no diferenciadas o Unicamente una
neurona diferenciada por campo, fue significativamente mayor cuando
PREP estaba inhibida. La frecuencia de encontrar dos o méas células
diferenciadas por campo también fue considerablemente menor en
presencia del inhibidor, tal y como se puede apreciar en la figura 23A.
Al contar el nimero total de células diferenciadas en condiciones
control y en presencia de JTP-4819, se pudo determinar que este
ndmero era significativamente menor cuando las células tenian el
inhibidor de PREP en el medio. Asimismo, la frecuencia estadistica de
encontrar, en un campo, células que carecieran de neuritas era
considerablemente superior en aquellas células que habian sido tratadas
con JTP-4819 que en aquellas no tratadas (control). De forma general,
la probabilidad de detectar pocas neuritas (menos de cuatro) también
era mayor en aquellos cultivos en los cuales PREP se encontraba
inhibida (ver figura 23B).

Ademads, la frecuencia de detectar una determinada longitud de las
neuritas también era menor cuando el inhibidor de PREP se encontraba
presente en el medio, al compararla con la frecuencia hallada en

aquellos cultivos carentes del mismo (ver figura 23C).

Respecto al nimero de conexiones encontradas entre las diversas
neuronas, los resultados hallados también se ajustaban a los resultados
mostrados en la figura 23. La figura 24 muestra que el nimero de
neuronas que no desarrollaban ninguna conexiéon con sus neuronas
vecinas era significativamente mayor en presencia de JTP-4819 que en
el control, mientras que en éste Gltimo el nimero de neuronas que
establecian una Unica conexidon era mayor que en presencia del
inhibidor.
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Figura 24. Frecuencia del nimero de conexiones entre neuronas medida el DIV 6 en
células SH-SY5Y, bajo la diferenciacion inducida con &cido retinoico y en ausencia
(barras azules) o en presencia (bandas rojas) del inhibidor JTP-4819. Las
frecuencias representadas hacen referencia al contaje obtenido en cinco campos por
placa, tomados al azar, en tres placas diferentes. Se tomaron como significativamente

diferentes aquellos valores en los que p<0,05.

Por el contrario, no se observé ninguna diferencia entre las células
control y las tratadas con JTP-4819 respecto a la frecuencia de
aparicion de dos 0o mas conexiones entre dos neuronas. Curiosamente,
en presencia del inhibidor de PREP se vio que la frecuencia de
aparicion de tres o cuatro conexiones entre tres neuronas era mayor que

en el caso de los controles.
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1.7.

muerte inducida con diversos toxicos.

Los inhibidores de PREP no protegen frente a la

Con el fin de poder determinar si los inhibidores de PREP revertian la

muerte inducida en cultivos primarios de células granulares de cerebelo

se llevaron a cabo ensayos de viabilidad, en las diversas condiciones

expuestas en la siguiente tabla:

Tabla 7. Condiciones y resultados obtenidos tras la muerte inducida en células

granulares de cerebelo con diversos toxicos en presencia y en ausencia de inhibidores

de PREP (experimentos realizados por triplicado).

DIV | Concentracion | Concentracién % de % de
del inhibidory | utilizada del | viabilidad a | viabilidad a
tiempo de toxico las 48 las 48 h. en
incubacién horas en presencia
antes de presencia | del toxicoy
anadir el del toxico del
toxico sin inhibidor
inhibidor
6 5 uM Fluo- 5mM K* 60-70 60-70
JTP; 30 min.
6 10 pM ZPP; 5mM K* 60-70 60-70
24 h.
6-7 | 10 uM ZPP; 30 50 uM 6- 40-50 40-50
min. OHDA
5-6 | 10 uM ZPP; 24 50 pM 6- 50-60 50-60
h. OHDA
0 | 10 uM ZPP; 24 50 pM 6- 60-70 60-70
h. OHDA
5 10 uM ZPP; 100 pM H,0, 50-60 50-60
24 h.
1 10 uM ZPP; 70 uM H,0, 50-60 50-60
24 h.
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La viabilidad celular se determiné por el método del MTT, descrito en

el apartado de metodologia.

Los porcentajes de viabilidad encontrados en células tratadas con estos
toxicos, en las condiciones mostradas en la tabla, eran muy similares en
presencia o en ausencia de los inhibidores de PREP, por lo que se pudo
concluir que esta enzima no estaba implicada en la muerte inducida por
dichos toxicos. Los controles (sin toxico) en presencia y en ausencia de
inhibidor, utilizados en estos experimentos, mostraron el mismo patron
de viabilidad celular; descartdndose cualquier posible efecto toxico de
los inhibidores de PREP.

Para una misma concentracién de toxico, la supervivencia de las células
resulté ser independiente del DIV en el que se encontraban y del

momento de la adicion del inhibidor.

Paralelamente se realizaron ensayos de actividad de PREP en cada uno
de los experimentos, observandose que la actividad de PREP en
aquellas células tratadas con los tdéxicos disminuia a medida que

disminuia la viabilidad celular.

Con el fin de comprobar si estos resultados también eran reproducibles
en otro tipo celular, se procedié a inducir muerte por apoptosis en
células SH-SY5Y en presencia de 6-OHDA vy, del mismo modo que
sucedia en las células granulares de cerebelo, el inhibidor no produjo

ningun cambio en la viabilidad celular (ver figura 25A).

Paralelamente se hizo un ensayo de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa, tal y como se describe en el apartado de metodologia,
la cual aumentaba a medida que la viabilidad celular disminuia- como
rasgo caracteristico de su liberacion tras la muerte celular por apoptosis
(ver figura 25B).
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Figura 25. Disminucion de la viabilidad y de la actividad lactato deshidrogenasa tras la
muerte inducida en células SH-SY5Y con distintas concentraciones de 6-OHDA. (A) % de
viabilidad celular. Las células fueron incubadas con 10 uM de JTP durante 7 horas antes de
afiadir el toxico (experimento realizado por triplicado). No se encontr6 ningln efecto
protector del inhibidor. (B) Aumento de la actividad LDH liberada tras la muerte inducida. Se

considerd como significativamente diferentes cuando p<0,05.
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2.1. Localizacion de PREP, mediante microscopia
confocal, a lo largo de la vida de las células granulares de

cerebelo.

En esta tesis se recogen los patrones de expresion y de actividad de
PREP a lo largo de la diferenciacion, maduracion y envejecimiento de
cultivos primarios de células granulares de cerebelo. Para ello se ha
recurrido a la utilizacién del Fluo-JTP, un inhibidor fluorescente
especifico de PREP, como una herramienta adecuada para estudiar la
localizacion de esta enzima a nivel intracelular durante estos procesos.
Estudios recientes, asi como los resultados que se muestran en este
trabajo, confirman el hecho de que PREP no es Gnicamente una enzima
citoplasmatica que se expresa de forma constitutiva, sino todo lo
contrario, que se encuentra estrechamente regulada y se ubica en otros
compartimentos celulares, y quizas extracelularmente, ademas de en el

citosol (Garcia-Horsman y cols., 2007a; Ménnist6 y cols., 2007).

Mediante los resultados obtenidos en esta tesis se describe, por primera
vez, que tanto la proteina PREP (mediante electroinmunotransferencia y
ensayos de union a inhibidores) como su actividad, se encuentran
localizadas en los nucleos de las células granulares de cerebelo durante
los primeros estadios de su diferenciacién. La localizacion nuclear de
PREP apoya un papel de esta enzima en la diferenciacion celular, como
se ha publicado en experimentos previos en los que se ha sugerido su
participacién en el desarrollo temprano del cerebro de la rata
(Matsubara y cols., 1998; Agirregoitia y cols., 2003a; Agirregoitia y
cols., 2007; Hannula y cols., 2010), asi como en las espermatidas en

desarrollo en el testiculo de raton (Kimura y cols., 2002).

Al comparar los resultados procedentes de la medicién de los niveles de

actividad de PREP con los de la densidad relativa de las bandas
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obtenidas mediante la electroinmunotransferencia se pudo observar,
como se comenta mas adelante, un cierto nivel de discrepancia entre los
mismos. Una explicacion podria ser que esto fuera debido a la presencia
de un modulador endégeno o de modificaciones post-traduccionales de
la peptidasa. Ambas posibilidades ya han sido anteriormente planteadas
cuando se han comparado niveles de actividad y cantidades de proteina
medidas mediante inmunohistoquimica (Garcia-Horsman y cols.,
2007a; Myohéanen y cols., 2007; Mydhénen y cols., 2008a).

Sin embargo, al margen de estas diferencias, estos datos si dejan una
fiel constancia de que PREP se encuentra en el interior del nicleo de las
células granulares de cerebelo, especialmente en los primeros

momentos de su diferenciacién neuronal.

En las neuronas maduras PREP se encuentra distribuida
homogéneamente en la neurona y en el interior de pequefias vesiculas,
muy préximas entre si, dando un aspecto de pequefios racimos
brillantes. Un aspecto muy interesante encontrado en los experimentos
realizados en esta tesis es el hecho de que la expresion de PREP en el
citoplasma presenta picos de oscilacion, lo que indica que la expresién
de esta enzima se encuentra regulada y no se expresa de forma

constitutiva, como se habia mencionado anteriormente.

A medida que las células envejecen, PREP migra desde una
localizacion no especifica en el citoplasma hacia la envoltura nuclear,

situandose a su alrededor.

Posteriormente, cuando las neuronas comienzan a morir, alrededor del
DIV 42, se observa un aumento discreto pero significativo de la

actividad de PREP en el citoplasma.

Por tanto, y a modo de resumen, a partir de los resultados obtenidos en
este trabajo, se pueden distinguir dos patrones de expresion de PREP

claramente diferenciables en las células granulares de cerebelo: un
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aumento temprano y wuna localizacion nuclear, durante su
diferenciacion, y un aumento tardio y una localizacion citosolica, en el
momento de su muerte. Este hecho est& en concordancia con los datos
previos de niveles de expresién encontrados en el cerebro de raton. En
algunos de los trabajos ya publicados, se han descrito niveles altos de la
actividad en los primeros estadios del desarrollo, mientras que en la
maduracién se ha registrado un descenso de dichos niveles (Kato y
cols., 1980a; Fuse y cols., 1990; Agirregoitia y cols., 2003b). Por otra
parte, otros autores han encontrado un aumento de la expresion de
PREP en ratones de edad avanzada (Jiang y cols., 2001; Agirregoitia y
cols., 2003b). El hecho de que la expresion de PREP aumente durante el
proceso de diferenciacion neuronal y que el pico de actividad se alcance
cuando las neuronas son maduras, sugiere que PREP podria estar
implicada en el proceso de diferenciacion, ejerciendo una funcion
especifica en el nucleo. Este evento esta respaldado, por una parte, por
haber detectado cantidades importantes de esta enzima en el interior de
este compartimento, durante la diferenciacion temprana de las células
granulares de cerebelo y, por otra, por producirse un aumento de la
actividad de PREP en las células SH-SY5Y tras la induccion de la
diferenciacion con acido retinoico, tal y como se ha descrito en el

apartado de resultados.

La hipdtesis de que PREP estuviera implicada en la maquinaria nuclear
ya ha sido considerada anteriormente. Hace casi 20 afios, Ohtsuki y
cols. (1994) sugirieron la implicacion de PREP en la diferenciacion de
los discos imaginales de la mosca Sarcophaga peregrina (mosca de la
carne), tras observar la inhibicion de este proceso al utilizar el inhibidor
especifico de  PREP  N-benciloxicarbonil-tioprolil-tioprolinal-
dimetilacetal (ZTTA). Este mismo grupo de investigadores, en un
trabajo posterior, propusieron que PREP podria ejercer una funcion
crucial en todo el desarrollo embrionario de este insecto. En primer

lugar, el desarrollo embrionario era sensible al inhibidor ZTTA vy, por
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otra parte, mediante inmunofluorescencia, se pudo ver que PREP se
hallaba en el nicleo de las células NIH-Sape-4 (Ohtsuki y cols., 1997).
Sin embargo, resultd extrafio que no apareciera ninguna banda tras
realizar una electroinmunotransferencia en los ndcleos aislados
(Ohtsuki y cols., 1997). En un proyecto posterior llevado a cabo por
este mismo grupo (Ishino y cols., 1998), se determind que los
inhibidores de PREP inhibian la sintesis proteica en células 3T3 de
ratén y, mediante inmunofluorescencia, vieron que PREP se encontraba
en el interior de los ndcleos de estas células. No obstante, mediante el
anticuerpo anti-PREP utilizado en la electroinmunotransferencia, se
obtuvo una banda a 65 kDa, al compararla con la procedente de la
proteina PREP de ratén (80 kDa).

En un estudio reciente realizado en la Universidad de Finlandia del Este
(Moreno-Baylach y cols., 2011), se vio que la inhibicion de PREP en
cultivos de células de neuroblastoma produjo cambios en la expresion
de diversos genes. Asi, mediante micro-arreglos de ARNm se detectd
un aumento significativo de proteinas con funciones en la expresion
genética tras tratar las células con ZPP. Un nimero importante de
dichas proteinas estaban involucradas en la traduccién, como proteinas

ribosomales y factores de traduccion (ver tabla 8).

Estos datos sugieren que, probablemente, PREP se encuentre en los
nacleos de las neuronas durante los primeros estadios de la
diferenciacion, participando en la regulacion de la expresién de genes

implicados en este proceso.
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Tabla 8. Alteracion del patron de expresion génica tras la inhibicion de PREP en
células SH-SY5Y.

SONDA

| GEN

| SOLAPAMIENTO |

Genes regulados al alza
Traduccién: p valor= 1,8 -10 *? Benjamini = 1,5 -10°°

200908 s _at Proteina ribosémica, grande, P2 | 3,98

213350 at Proteina ribosdmica S11 3,91

202648 at Proteina ribosomica S19 3,84

214001 x_ at Proteina ribosdmica S10 2,07

213642 at Proteina ribosomica L27 2,05

212044 s at Proteina ribosomica L27a 2,02

219138 at Proteina ribosomica L14 1,72

213087 _s_at Factor de elongacion de la 1,59
traduccién eucaridtica 1 delta (
Proteina de intercambio de
nucleotido guanina)

213757 _at Factor de iniciacion de la 1,56
traduccion eucariotica 5A

214041 _x_at Proteina ribosémica L37a 1,41

216246 at Proteina ribosdémica S20 1,41

222487 _s_at Proteina ribosémica tipo S27 1,39

209972_s_at Proteina 2 multifuncional de 1,35
complejo interactivo aminoacil
tRNA sintetasa

234225 at Factor de inicio de traduccion 1,34
eucariotica 4H

221997 s at Proteina ribosémica 1,34
mitocondrial L52

218808 at Dominio 3 de union al 1,32
anticodén DALR

Transporte intracelular: p valor = 1,1-10°

Benjamini = 2;5-10*

M10098_ M _at | Proteina G acoplada al receptor | 2,59
34

213550 s at Dominios 6 enrollado y 2,26
transmembranal

213757 _at Factor de inicio de traduccion 1,56
eucaridtica 5A

213296 _at Retencion RER1 en homélogo 1,54
de reticulo 1 endoplasmico

216962_at Proteina de interaccion RPA 1,46

206352 s at Factor 10 de biogénesis 1,46
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peroxisdmica

202211 at Proteina 3 activadora de la 1,32
GTPasa de factor de
ribosilacion de ADP

232210 at CLL/linfoma 2 de célula B 1,32

1555895 at Dinamina 2 1,31

221915 s _at Proteina 1 de unidn similar a 1,3
RAN

Genes regulados a la baja

Cascada de proteinas quinasas: p valor = 2,4-10°*

Benjamini =2,1.10*

206943 _at Receptor 1 beta, factor de -1,41
crecimiento transformante

210973 _s at Receptor 1 de factor de -1,38
crecimiento de fibroblastos

227812 at Superfamilia del receptor del -1,36
factor de necrosis tumoral,
miembro 19

204633 s_atr | Proteina quinasa S6 ribosémica | —1,33

244486 _at Putativa quinasa 1 inducida por | —1,32
PTEN

1552264 a at | Proteina quinasa 1 activada por | —1,32
mitdgenos

204325 s at Neurofibromina 1 1,32

229114 at Proteina 1 de unién asociadaa | —1,31
GRB2

211214 s_at Proteina quinasa 1 asociada a -1,31
muerte

204036 _at | Receptor 1 de acido -1,3
isofosfatidico

2.2.  Patron de la actividad de PREP en el citoplasma, en

el nacleo y en las membranas durante el ciclo de vida de las

células granulares de cerebelo.

Los niveles de la actividad descritos en los resultados de esta tesis no se
ajustan a los niveles de fluorescencia procedentes de la unién de PREP
al inhibidor fluorescente especifico Fluo-JTP, observada en el
microscopio confocal, especialmente en las regiones nucleares. Si bien
la fluorescencia del Fluo-JTP observada en los nicleos es mayor que la

observada en los citoplasmas (ver la figura 15), la actividad de PREP
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medida en los ndcleos es considerablemente mas baja que la encontrada
en los citoplasmas. Por otra parte, los niveles de proteina encontrados
mediante electroinmunotransferencia se ajustan a las medidas
encontradas de actividad. Se han tenido en cuenta numerosos controles,
al objeto de asegurar la especificidad de los datos procedentes del
analisis de las imagenes obtenidas con el microscopio confocal de las
células tratadas con el inhibidor fluorescente. Mediante microscopia
confocal se ha realizado un seguimiento del desplazamiento del Fluo-
JTP con el compuesto original JTP-4819, que une PREP con una
afinidad similar al del fluorescente, y esto blanquea, de forma
especifica, la etiqueta fluorescente de forma similar al mecanismo
descrito previamente al utilizar la enzima purificada (Vendldinen y
cols., 2005). También se ha utilizado un control sin células, a fin de
estudiar la unién inespecifica del inhibidor a la placa, asi como un
control de células sin inhibidor para ver si alguno de los reactivos del

proceso emitia fluorescencia en la misma region que el Fluo-JTP.

De igual modo, se han comparado los resultados obtenidos mediante el
Fluo-JTP con los obtenidos mediante inmunocitoquimica- recurriendo
para este Ultimo caso al anticuerpo anti-PREP especifico, ya utilizado
en experimentos previos para localizar PREP (My6hénen y cols., 2007;
My®ohéanen y cols., 2008a)- encontrandose, cualitativamente, el mismo
patron de etiquetado (ver la figura 9). Ademds, se ha realizado un
seguimiento del etiquetado del Fluo-JTP, antes de fijar las células y, a
pesar de que la intensidad de fluorescencia resulta de cinco a diez veces
menor en estas condiciones, se ha encontrado el mismo patrén de
cambios al comparar con las imagenes del etiquetado del Fluo-JTP en

las células fijadas (ver figura 10).

El que los niveles de PREP detectados mediante inmunofluorescencia
no estén directamente correlacionados con los niveles de actividad, ni

con los observados mediante inmunotransferencia, ya ha sido descrito
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en estudios anteriores de inmunohistoquimica (My6hénen y cols., 2007;
Mydhénen y cols., 2008a). ElI hecho de que en los experimentos
realizados en esta tesis se observe que los resultados obtenidos
mediante el Fluo-JTP estén acordes con los obtenidos mediante
inmunocitoquimica, mas que con los niveles de actividad de PREP
medidos, podria deberse a cambios en las propiedades de union del
anticuerpo o del sustrato/inhibidor inducidos por las condiciones
celulares. El anticuerpo utilizado para la realizacion de los
experimentos de inmunocitoquimica no se une ni al centro activo de la
enzima, ni afecta a su actividad catalitica (Venaldinen y cols.,
observaciones no publicadas). Es muy probable que PREP interactie
con alguna otra proteina dentro de la célula (Schulz y cols., 2005),
pudiendo ser esta union la que afecte tanto a la actividad de la enzima
como a la accesibilidad del anticuerpo a la misma. De hecho, existen
informes de inhibidores end6genos, que podrian alterar la union del
sustrato y el inhibidor (ver Garcia-Horsman y cols., 2007a y sus
referencias; Garcia-Horsman y cols., 2007b y sus referencias). Si PREP
nuclear tiene algin efecto en la maquinaria nuclear, éste podria estar
mediado por la interaccién de la enzima con otras proteinas implicadas
en la sintesis proteica- como se ha sugerido anteriormente (Ohtsuki y
cols., 1997; Ishino y cols., 1998) y recientemente en microarreglos de
ADN (Moreno-Baylach, y cols., 2011), afectando al etiquetado del
inhibidor y del anticuerpo. Ademas, las condiciones del medio de
cultivo también podrian afectar a la actividad de PREP; tales como la
presencia de agentes oxidantes (Tsukahara y cols., 1990). Incluso
cambios en el nivel plasmatico o en la presién osmética también se ha

visto que afectan a la actividad de PREP (Irazusta y cols., 2001).

Por otra parte, los niveles relativamente importantes de PREP
detectados en el citoplasma en el momento de la muerte de las células
granulares de cerebelo apoya la implicacion de PREP en el proceso de

envejecimiento y muerte celular. Esto hace que se especule en torno al
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posible efecto neuroprotector de algunos inhibidores de PREP. Sin
embargo, en todos los experimentos realizados en esta tesis no se ha
encontrado un enlentecimiento de la muerte celular en presencia de
inhibidores de PREP, sugiriendo la participacion de otras enzimas,

ademas de PREP, en el proceso de la muerte neuronal.

La deteccion de la actividad de PREP en las membranas de diversas
lineas celulares ya ha sido descrita anteriormente (Chappell y cols.,
1990), asi como en los sinaptosomas procedentes de extractos de
cerebro bovino (O"Leary y O"Connor, 1995). El anclaje de PREP a las
membranas podria producirse por un mecanismo de palmitoilacion
(Tenorio-Laranga y cols., 2008). Los resultados expuestos en esta tesis
revelan, por primera vez, que el patron de actividad de PREP en las
membranas varia a lo largo de la vida de las células granulares de
cerebelo. De este modo, se puede detectar un aumento de la misma
durante las primeras fases del desarrollo de las neuronas y, una vez que
éstas han alcanzado la madurez, se aprecia un descenso paulatino hasta
alcanzar niveles indetectables. Al igual que otros autores, también se ha
detectado que la actividad de PREP en la fraccion membranal era
considerablemente inferior a la detectada en la fraccion citosolica,
aunque dichos experimentos se han realizado en la placenta de raton
(Irazusta y cols., 2002; Agirregoitia y cols., 2005; Matsubara y cols.,
2011).

2.3. Niveles de la actividad de PREP durante la

proliferacion y la diferenciacion de la linea celular SH-SY5Y.

De acuerdo con los resultados previos obtenidos en las células
granulares de cerebelo, PREP se encuentra principalmente en los
nacleos de las células SH-SY5Y durante los primeros estadios del

crecimiento proliferativo, si bien también hay ciertos niveles de
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actividad en los citoplasmas (ver figura 19). Sin embargo, al inicio de la
fase de crecimiento logaritmico, la actividad nuclear de PREP
desciende drasticamente, mientras que la actividad en los citoplasmas
permanece sin cambios hasta los DIV 20-30. Por otra parte, poco
después de la adicién del acido retinoico, la actividad de PREP
disminuye considerablemente en los nicleos y comienza a aumentar en
los citoplasmas, como rasgos significativos que tuvieron lugar durante
la diferenciacion celular y de forma paralela a los cambios
morfoldgicos observados (ver figura 19). Ademas, cuando las células
estan sometidas a diferenciacion, se detecta un aumento de la actividad
con el envejecimiento, es decir, una vez transcurridos varios dias
después de que las neuronas hayan madurado. Por todo ello, los
resultados expuestos en esta tesis evidencian que la actividad de PREP
en las células SH-SY5Y se encuentra regulada; ya que sus niveles en
los nucleos y en los citoplasmas son diferentes durante el proceso de

proliferacion y el de diferenciacion.

2.4.  Variaciones en la transcripcion del gen que codifica
para PREP durante la diferenciacion de las células SH-SY5Y

inducida por el &cido retinoico.

El aumento de la actividad citoplasmatica de PREP, después de afadir
el &cido retinoico, se debe -al menos en parte- al aumento considerable
de los niveles de ARNm que codifica para PREP, tras comparar con el
control (ver figura 20). Ademas, este aumento remite después de
eliminar el acido retinoico, lo cual restaura el crecimiento proliferativo
(ver figura 19C). Los cambios en la expresién de PREP también han
sido validados mediante inmunoelectrotransferencia. Estos resultados
indican, claramente y por primera vez, que la expresion de PREP esta
controlada por la sefializacién del acido retinoico. Las variaciones en la

expresion de PREP han sido estudiadas en roedores desde su estado
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embrionario hasta su envejecimiento (Agirregoitia y cols., 2003a,
Agirregoitia y cols., 2003b, Agirregoitia y cols., 2005, Agirregoitia y
cols., 2007 y Agirregoitia y cols., 2010); viéndose que durante la etapa
perinatal, momento que coincide con la migracién y diferenciacién
neuronal, los niveles de ARNm que codifica para PREP aumentan,
disminuyendo durante la fase de envejecimiento. Esto refuerza el papel
tan importante que podria estar ejerciendo PREP en la diferenciacion de
las neuronas tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, los mecanismos
implicados en el control de este fendmeno no han sido esclarecidos
todavia.

Como se ha mencionado, en la Universidad del Este de Finlandia se ha
llevado a cabo un estudio de micro-arreglos (Moreno-Baylach y cols.,
2011) en el que se observé que la expresion de un nimero significativo
de genes se ve modificada ante la presencia de un inhibidor de PREP.
La mayoria de estos genes de expresion modificada codifican para
proteinas citoplasmaticas o contenidas en organelas, a excepcion de las
mitocondrias, asi como para proteinas nucleares (ver tabla 8). De este
modo, se ha detectado un aumento de la expresion de genes que
codifican para proteinas implicadas en la maquinaria de traduccion de
proteinas y en en la sefalizacion intracelular. Por otra parte, la
inhibicion de PREP ha inducido una disminucién de la expresion de
otros genes, principalmente aquellos relacionados con la familia de las
proteinas quinasas. Estos resultados indican que PREP parece estar
implicada tanto en la sefializacién celular como en el control de la
sintesis proteica. Son necesarios mas estudios en el futuro que

confirmen el papel de PREP en estos procesos.
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2.5.  PREP y el sistema de sefializacion en las células SH-
SY5Y.

Con el fin de esclarecer qué papel juega PREP en la diferenciacion de
las neuronas, se han estudiado los cambios en los niveles de algunos
intermediarios que participan en el sistema de sefializacion celular
durante los procesos de proliferacion y diferenciacion, asi como los
cambios producidos ante la presencia de inhibidores de la enzima. Se
han analizado aquellos intermediarios en los que hay constancia
bibliografica de ser modificados por la actividad de PREP o por el

4cido retinoico, tal y como se ha comentado en la introduccion.

2.5.1. Inositol trifosfato (1P5)

Tras medir los niveles de IP5, se ha encontrado que éstos son mayores
en presencia de acido retinoico que los registrados en los controles (ver
figura 21). Este aumento del nivel de IP; fue més acusado en el DIV 7,
momento en el que el crecimiento celular estuvo totalmente detenido
por la accion del acido retinoico (ver figura 19C). La diferenciacién
celular requiere una reestructuracion del citoesqueleto, mediante un
sistema dinamico que implica una reorganizacion subcelular y una
sefializacion regional. Se ha visto que el metabolismo del inositol esta
implicado en el control de las transiciones arquitectonicas celulares,
modulando las enzimas que median la cantidad y los niveles de
fosforilacién de los intermediarios del inositol (Bertagnolo y cols.,

2004), entre las cuales PREP podria encontrarse implicada.

Contrariamente a lo esperado, la inhibicion de PREP no ha inducido
ningin cambio en los niveles de IP;, ni en condiciones control
(proliferacion) ni durante la diferenciacion inducida con acido retinoico.
Los resultados expuestos en esta tesis no estan en consonancia con los

trabajos previos publicados en los que la inhibicién de PREP produce
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un aumento de los niveles de IP;. Existen algunas evidencias
experimentales de que PREP ejerce una accion inhibidora sobre
aquellas enzimas que incorporan IP5 al ciclo (Harwood, 2003). Ademas,
se ha publicado que los niveles de IP; en cultivos celulares se
encuentran inversamente relacionados con los niveles de expresién de
PREP, de modo que los inhibidores de la enzima producen un aumento
de los niveles de este mediador de sefial (Schulz y cols., 2002).
Respecto a los niveles de IP; encontrados durante la diferenciacion
inducida por 4&cido retinoico existen datos controvertidos. En los
experimentos realizados en esta tesis se ha encontrado un aumento de
los niveles de IP; durante la diferenciacion inducida con &cido
retinoico, ajustandose a lo descrito por Martin y cols. (1999). Por otra
parte, otros autores han observado una relacidn inversa entre los niveles
de IP; y la diferenciacién inducida con &cido retinoico en estas células
(Murray e Iqwe, 2003).

La diferencia encontrada entre los resultados expuestos en esta tesis y
los divulgados en estas publicaciones podrian atribuirse a disparidades
en las condiciones experimentales. Asimismo, se ha publicado un
trabajo, en el que los efectos de la actividad de PREP sobre el IP; son
transitorios y no directos, y que a su vez, se encuentran mediados a
través del control de la expresion de genes relacionados con el ciclo
inositol; como es el caso del gen que codifica para la inositol
monofosfatasa a través de la inositol polifosfato fosfatasa (King y cols.,
2009). Como consecuencia, el hecho de que los niveles de IP; no se
encuentren alterados ante la presencia de PREP inhibida podria deberse
a la existencia de mecanismos compensadores. Es importante remarcar
que cuando JTP-4819 estuvo presente, PREP se mantuvo inhibida a lo

largo de todo el cultivo (ver figura 12).
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2.5.2. Quinasas extracelulares reguladoras de sefial (ERK
1/2).
Dado que se ha publicado que los efectos del acido retinoico estan
mediados por la via ERK (Lu y cols., 2009), en esta tesis se han
estudiado los cambios de los niveles de las ERK 1/2 durante la
proliferacion y diferenciacién de las células SH-SY5Y asi como el
efecto de la inhibicion de PREP en dichos niveles durante ambos
procesos. Como se expone en el apartado de resultados, durante el
proceso de proliferacion celular, los niveles de las ERK 1/2 son
menores cuando PREP se encuentra inhibida. En los primeros estadios
de la diferenciacion inducida por el &cido retinoico, los niveles de las
ERK 1/2 son mas bajos que durante la proliferacion, si bien aumentan
en los estadios tardios. Cuando PREP esta inhibida sélo se aprecia un
pequefio cambio en los niveles de las ERK 1/2 fosforiladas durante los
primeros estadios de la diferenciacion, no detectandose ningun efecto
en estadios posteriores. Esto indica que el posible sitio de accién de
PREP en la sefializacion celular mediada por el &cido retinoico tendria
lugar antes de la activacion de ERK 1/2 en los estadios tempranos de la
diferenciacion- lo que podria estar relacionado con la localizacién
nuclear de PREP. De todas formas, antes de dar una conclusién firme
acerca de esta teoria, es necesario realizar mas experimentos en el

futuro.

El aumento de los niveles de las ERK 1/2 detectado durante la
diferenciacion inducida por el A&cido retinoico se encuentra en
consonancia con los datos ya publicados anteriormente (Hellmann y
cols., 2010). Sin embargo, dicho aumento s6lo se observa en etapas
tardias (DIV 9), a diferencia de otros trabajos en el que ha detectado un
incremento inmediato y permanente (hasta las 240 h) de dichos niveles
tras afadir el acido retinoico (Kim y cols., 2007; Masia y cols., 2007).
Por otra parte, Miloso y cols. (2004) han detectado que el aumento de

las ERK 1/2 fosforiladas tiene lugar hasta las 72 horas de afiadir el
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acido retinoico, produciéndose una disminucién de dichos niveles a las
96 y 120 h (DIV5), estando en consonancia con lo observado en esta
tesis durante los primeros estadios de la diferenciacion. Las diferencias

encontradas podrian deberse a disimilitudes en el disefio experimental.

2.6. La inhibicién de PREP induce cambios morfol6gicos

en las células SH-SY5Y diferenciadas con acido retinoico.

En consonancia a lo observado en los cultivos primarios de células
granulares de cerebelo, tampoco se aprecian cambios en el patrén de
crecimiento de las células SH-SY5Y tras incubarlas con inhibidores de
PREP. Recientemente se ha publicado un trabajo en el que los
inhibidores de PREP producen un arresto del ciclo celular, deteniendo
asi el crecimiento (Sakaguchi y cols., 2011). Las diferencias
encontradas entre estos dos casos podrian deberse a diferencias
experimentales en cuanto al tipo celular utilizado, especificidad de los
inhibidores, etc. Sin embargo, en este mismo estudio, también se
observa que los inhibidores de PREP no producen cambios en la
viabilidad celular- hecho que esta en correlacién con los resultados
obtenidos en esta tesis- si bien los estudios de Sakaguchi y cols. se
limitan a las primeras 80 horas del cultivo, mientras que los expuestos

en este trabajo se prolongan hasta la las 144 horas.

En las condiciones en las que se llevan a cabo los experimentos no se
detectan cambios en las curvas de crecimiento de las células tras la
inhibicion de PREP (ver figura 19C), tras un estudio mas exhaustivo
mediante el microscopio de campo claro en el que se induce la
diferenciacion con &cido retinoico en presencia de JTP-4819, si se
observa que la inhibicibn de PREP produce una diferenciacion
retardada (ver figuras 23 y 24). Bajo las condiciones descritas en el

apartado de metodologia, se ha visto que el acido retinoico es capaz de
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detener la proliferacion de las células (ver figura 19C) e inducir
cambios morfolégicos como la formacién de neuritas y de entramados
de conexiones entre las neuronas. En presencia de JTP-4819 el nimero
de células totalmente diferenciadas es menor, asi como el nimero de
neuritas, la longitud de las mismas y los puntos Gnicos o dobles de
conexion entre dos neuronas. Sin embargo, la frecuencia de maltiples
contactos (mé&s de dos), entre ma&s de dos neuronas, es
considerablemente mayor en presencia del inhibidor (ver figura 24).
Los resultados obtenidos mediante este experimento sugieren que PREP
juega un papel importante en la formaciéon de las neuritas y en la

comunicacion neurona-neurona.

1. Los inhibidores de PREP no protegen frente a la

muerte inducida con diversos toxicos.

Como ya se ha descrito en la introduccion, en un principio la funcién
fisioldgica atribuida a PREP es la de participar en la protedlisis limitada
de numerosas hormonas peptidicas, incluyendo los neuropéptidos
(Mentlein, 1988; Welches y cols.,, 1993). Sin embargo, la
administracién de inhibidores especificos de PREP en un modelo
isquémico de rata o en cultivos primarios de neuronas conduce a una
proteccion frente a la muerte neuronal o a un aplazamiento del
envejecimiento inducido por la apoptosis, respectivamente (Katsube y
cols., 1999; Shishido y cols., 1999). También se ha descrito que las
células T de ratén que tienen una alta actividad de PREP son mas
susceptibles a una muerte celular, proponiendo el papel de los
inhibidores de PREP como posibles agentes protectores de la apoptosis
celular (Odaka y cols., 2002).

La disminucién de la viabilidad de las células granulares de cerebelo

observada tras su exposicion en un medio con una baja concentracion
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de K* (ver tabla 7) se corresponde con los trabajos previamente
publicados (Gallo y cols., 1987a; Balazs y cols., 1988a; D"Mello y
cols., 1993; Galli y cols., 1995; Ikonomovic y cols., 1997; D"Mello y
cols., 2000; Isaev y cols., 2000; Caballero-Benitez y Moran, 2003;
Llansola, M y cols., 2003; Slagsvold y cols., 2003; Franco-Cea y cols.,
2004; Subramaniam y cols., 2004; Yamagishi y cols., 2005; Bui y cols.,
2006; Yeste-Velasco y cols., 2008; Barneda-Zahonero y cols., 2009;
Jantas y Lason, 2009a; Jantas y Lason, 2009b; Herndndez-Enriquez y
cols., 2011).

En este trabajo, la viabilidad celular para una misma concentracién de
toxico, resulta ser independiente del DIV de las células y del momento
de adicion del inhibidor (ver tabla 7). Jantas y Lason (2009a) describen
que los cambios apoptoéticos en las células granulares de cerebelo en
cultivo son més evidentes en células jovenes (DIV 7) que en las
maduras (DIV 12). En esta tesis todas las células utilizadas para los
ensayos de toxicidad no superan el DIV 6, por lo que su susceptibilidad

a una determinada concentracién de toxico debe ser similar.

En las condiciones llevadas a cabo en los experimentos realizados en
esta tesis no se ha observado que la inhibicion de PREP prolongue la
vida de los cultivos primarios de células granulares de cerebelo ni que
tampoco proteja frente a la apoptosis inducida con una concentracién
baja de K* ni con diversos toxicos como la 6-OHDA y el H,O, (ver
tabla 7). Del mismo modo, tampoco se ha detectado ningin efecto
protector del inhibidor JTP-4819 en la supervivencia de las células SH-
SY5Y a lo largo de su cultivo ni tras inducir su muerte con 6-OHDA
(ver figura 25A). La diferencia encontrada en estos resultados respecto
al poder protector de los inhibidores de PREP descrito en la
bibliografia (Katsube y cols., 1996) podria deberse a diferencias en las
condiciones experimentales llevadas a cabo. Se ha publicado que los

inhibidores de PREP protegen frente a la muerte celular inducida
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dependiendo del tipo celular utilizado y el toxico inductor. En ese
trabajo si se ha observado que el inhibidor ZPP protege frente a la
muerte inducida por el citosin arabinésido (Ara-C) en células SH-
SY5Y, pero no en las células CV1-P; del mismo modo que ni el ZPP ni
el JTP-4819 aumentan la viabilidad en ambos tipos celulares tras
inducir la muerte con 6-OHDA (Puttonen y cols., 2006). Asimismo, el
grupo de investigacion encabezado por el Dr. Alexander Zharkovsky,
de la universidad de Tartu (Estonia), ha estudiado el efecto de los
inhibidores KYP-2047 y ZPP en varios modelos de muerte celular,
incluyendo cultivos primarios de neuronas, utilizando el péptido BA 25-
35 y la 6-OHDA como agentes inductores. Tras numerosos
experimentos, tampoco han detectado cambios en la viabilidad de las
células en presencia de estos inhibidores de PREP (comunicacién

personal).
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“La vida es como una comedia; no se atiende a si es larga sino a si la

han representado bien. Concluye donde quieras, con tal de que pongas
un final”

Lucio Anneo Séneca (4 a.C.-65 d.C.), filésofo y politico romano.

“La ciencia es maravillosa si uno no tiene que ganarse la vida con

ella”

Albert Einstein (1879-1955), fisico aleman.






Conclusiones

Esta tesis ha permitido avanzar en los conocimientos de la funcion de
PREP en el cerebro. Por una parte, mediante la investigacion de la
distribucion y dindmica de PREP durante los procesos de
diferenciacion, maduracién y envejecimiento neuronal y, por otra,
mediante el estudio de la funcién de PREP en el proceso de
neurodegeneracion inducida por diversos toxicos, asi como el posible

efecto protector de los inhibidores de esta enzima.

El conjunto de resultados expuestos en este trabajo ha permitido

obtener las siguientes conclusiones:

1. PREP se encuentra regulada durante los procesos de
diferenciacion, maduracién y muerte neuronal en las células
granulares de cerebelo en cutivo, hecho que se refleja no sélo en
términos de niveles de expresion sino también en cambios en su

ubicacion en la célula.

2. PREP se encuentra localizada, principalmente, en los nicleos de
las células granulares de cerebelo en cultivo en los primeros
estadios de su diferenciacion, donde su actividad podria tener

relacion con la fosforilacion de quinasas MAP.

3. PREP esta implicada en la diferenciacion de las células SH-SY5Y
inducida con acido retinoico dado que la inhibicion de esta enzima

altera ciertos rasgos morfoldgicos de las neuronas.

4. La expresion del gen que codifica para PREP est4 aumentada en
las células SH-SY5Y durante su diferenciacion con &cido
retinoico, lo que sugiere, en estrecha relacion con el punto
anterior, que esta peptidasa sea requerida en los mecanismos de

diferenciacion inducidos por el acido retinoico.

5. PREP no participa en la via de sefializacién del IP; activada
durante la diferenciacion de las células SH-SY5Y con é&cido

retinoico, en las condiciones llevadas a cabo en este trabajo.
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La actividad de PREP altera los niveles de ERK 1/2 durante los
primeros estadios de la diferenciacion de las células SH-SY5Y
con el acido retinoico, mediante un mecanismo todavia por
descubrir, con posibles implicaciones en la respuesta celular a la

sefializacion.

PREP no parece tener influencia en los procesos de muerte celular
cuando ésta es inducida por las bajas concentraciones de K*, o por
los téxicos 6-OHDA 'y H,0, en las células granulares de cerebelo
en cultivo, asi como tampoco parece ejercer un papel relevante en
la muerte inducida con 6-OHDA en las células SH-SY5Y.
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