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Introduccion

I. BREVE DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mds comin de
demencia en los individuos de mediana y avanzada edad,
entendiendo como demencia ¢l deterioro global de las facultades
cognoscitivas, emocionales e intelectuales de un individuo sin que se
afecte su estado de conciencia. El sintoma inicial es la pérdida de
memoria, esto es, la capacidad de retener informacién durante un
periodo de tiempo. Con el desarrollo de la enfermedad aparecen
también dificultades en el uso del lenguaje, en la capacidad de
resolver problemas, de razonar, de aprendizaje, de pensamiento
abstracto, etc. Algunos pacientes sufren determinados trastornos de
la personalidad, como la paranoia. Irremediablemente desembocan
en una muerte acelerada en un lapso de muy pocos afios.

En Estados Unidos, esta enfermedad afecta del 5 al 10% de la
poblacién por encima de los 65 afios, y del 24 hasta el 47% de la
poblacién mayor de 85 afios (Bachman y col, 1992; Evans y col,
1989). Se conocen mds de 4 millones de casos (Kamboh, 1995) y el
coste social y econdémico que esto conlleva es extremadamente alto.
Un estudio europeo a gran escala encontré que 0.4% de las mujeres
y 0.3% de los hombres entre los 60 y 69 afos, y que 11.2% de las
mujeres y 10% de los hombres entre los 80 y 89 de la poblacidn
padecen EA (Rocca y col, 1991). Teniendo en cuenta estos
porcentajes tan altos y la tendencia de la expectativa de vida media
a alargarse, se entiende que la EA se estd convirtiendo en un grave
problema para la salud piblica.

L

La enfermedad se clasifica en dos tipos:

-Enfermedad de apariciéon precoz o EA presenil si la
enfermedad se manifiesta antes de los 65 afios. Es muy improbable
que esta aparicidn tenga lugar antes de los 40 afios.

-Enfermedad de aparicién tardia si los sintomas aparecen a
partir de los 65 aiios. Se calcula que 3 de cada 4 pacientes de EA
presentan los primeros sintomas después de los 60 ahos
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Esta edad de divisién a los 65 afios es arbitraria ya que no
existe diferencia fenotipica alguna entre los dos grupos. Si se ha
observado que en los casos preseniles la enfermedad progresa mads
ripidamente (Van Broeckhoven, 1995).

La enfermedad puede ser familiar o esporddica, dependiendo
de que existan o no antecedentes familiares. La EA de aparicién
precoz es normalmente hereditaria, con una herencia autosdmica
dominante, mientras que la de aparicién tardia suele considerarse
esporiadica. Sin embargo, el hecho de que se trata de pacientes de
avanzada edad hace dificil llevar a cabo un estudio detallado de los
antecedentes familiares (normalmente los padres y la mayoria de
los parientes de mayor edad que el enfermo han fallecido) y, por
tanto, puede dificultar la determinacién del caracter hereditario de
estos casos. La estadistica actual nos dice que aproximadamente el
60% de los enfermos carecen de historia familiar de EA (Tabla I).

Tabla I. Distribucién de casos en la poblacién de enfermos de EA

Tipo de EA % del total de casos

EA de familiar 30
aparicién tardia esporddico 45 |

EA de familiar 15

aparicién precoz esporadico ' 10

(Van Broeckhoven, 1995)

Se han establecido unos parimetros de diagndstico de esta
enfermedad por el NINCDS-ADRDA Work Group (McKhann y col,
1984} en un intento de unificar el criterio. Ademdis del diagnéstico
neuropsicoldgico de demencia, se evalua en cada caso tomografias
computarizadas, espectroscopia de resonancia magnética,
electroencefalograma y otros andlisis que permiten, ademads,
eliminar otras posibles causas patoldgicas para el deterioro mental
como accidentes cerebrovasculares, infecciones, traumatismos, etc.
Aun asi, el diagndstico se considera sélo probable a menos que haya
una confirmacién post-mortem a través del andlisis de la anatomia
patoldgica del cerebro del enfermo.
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1.2 Anatomia patolégica de la enfermedad :

La enfermedad se caracteriza histopatolégicamente por la
formacién de placas neuriticas o seniles, ovillos neurofibrilares en el
citoplasma de las neuronas y depdsitos amiloideos en el endotelio
vascular en la corteza cerebral. ‘

Las placas neuriticas estdn formadas por glia y neuritas
degeneradas alrededor de un centro de material amiloide que
también se observa alrededor de los vasos sanguineos cerebrales.
Las placas se encuentran fundamentalmente en las areas de
asociacién de la corteza, en la amigdala y en el hipocampo. Se
componen de un nicleo central de amiloide rodeado de neuritas
distréficas que continen acdmulos de organelas vesiculares y
estructuras helicoidales filamentosas. También se encuentran
astrocitos y células de microglia reactivas al depdsito de p-amiloide.
Estos depésitos de p-amiloide se encuentran ademds en otras
enfermedades como el sindrome de Down, la angiopatia congofilica
holandesa (HCHWA-D), demencias parkinsonianas, etc. )

Los entramados u ovillos neurofibrilares se componen de
pares de filamentos de material proteico, principalmente una
proteina asociada a los microtdbulos que se denomina tau, que se
entrelazan formando estructuras de filamentos helicoidales
emparejados que se depositan intracelularmente. Estos filamentos
helicoidales emparejados son fibras neuronales anormales que se
componen de 2 filamentos de 10 nm enrollados en una hélice con
una periodicidad media de 80 nm (Kidd, 1964) facilmente
distinguibles de otras estructuras filamentosas normales como los
neurofilamentos y gicrotibulos. Se encuentran en el pericarion
neuronal! formando los ovillos y alrededor de las placas seniles en
las neuritas distréficas. La localizacidn habitual de estos ovillos es
siempre intracelular pero, ocasionalmente, se encuentran en el
parénquima, liberados de la célula como resultado de la muerte
neuronal. Ademds de en EA, los entramados neurofibrilares se
encuentran en otras enfermedades del sistema nervioso central
como el sindrome de Down, la demencia pugilistica, y el
parkinsonismo post-encefalitico. Aunque sélo se puede afirmar que
se encuentran sistemdticamente y de manera abundante en EA
(Brion, 1992). :
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2. GENETICA DE LA ENFERMEDAD

La EA no ha sido considerada tradicionalmente como una
enfermedad meramente genética, a pesar de que siempre se han
conocido casos familiares con una herencia clara. Individuos con
una historia familiar de EA tienen un mayor riesgo estadistico de
padecer la enfermedad, pero la explicacién genética de esta
herencia no ha sido conseguida mds que en un porcentaje muy
pequeiio de los casos. Al menos un 15% de éstos presentan una
herencia autosémica dominante (Potter, 1991). Estudios
epidemilégicos han demostrado que hay un riesgo familiar claro en
un tercio de los casos (Heyman y col, 1983), estimando entre 25 y
40% los casos familiares, y siendo la herencia, cuando la hay,
autosémica dominante en la mayoria (Fitch y col, 1988; Heston y col,
1981; Hofman y col, 1989). La disponibilidad de grandes familias
con formas hereditarias de EA permiti¢ el uso de estudios de
ligamiento genético para localizar el gen o, mds correctamente, los
genes de la enfermedad. Son varios los [oci que se han relacionado
con la enfermedad y se localizan en cromosomas distintos: 1, 14, 19
y 2L

2.1  Ligamiento al cromosoma 21

Durante la década de los 80 la investigacién en relacién a la
genética de la enfermedad se centré en el cromosoma 21. Una
pista inicial en la bidsqueda de la localizacién cromosémica de la
enfermedad fue la observacién de que todos los individuos con
sindrome de Down®* acaban desarrollando las placas y los ovillos
neurofibrilares tipicos de EA (Ellis y col, 1974). Esta observacion
provocd que se centrara la bisqueda del posible emor genético en el
cromosoma 21 (cuya trisomia es la causante del sindrome de Down).

En 1984, Glenner y Wong purificaron y secuenciaron la
proteina amiloide a partir de las placas seniles de cerebros de EA.
Tres afios mdas tarde varios grupos localizaron esta proteina o, mas
concretamente, su precursora (APP), en el cromosoma 21
(Goldgaber y col, 1987; Kang y col, 1987; Tanzi y col, 1987a).
Finalmente, ese mismo afio, St.George-Hyslop y col (1987a)
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describieron un ligamiento en los enfermos de EA a marcadores del
cromosoma 21. Estos argumentos dieron lugar a una teoria,
rapidamente aceptada, que consideraba la APP como la causante de
EA (bien por sobreexpresién, como en la trisomia 21, o bien por
algin tipo de mutacién que diera lugar a una cxpresion aberrante).
La busqueda de errores de expresion de la APP fue iniciada por
‘muchos grupos aunque no se ha llegado a ninguna conclusién
definitiva. J

Posteriormente se demostré que este ligamiento al cromosoma
21 se daba solo en la EA de aparicién precoz. Se encontraron varias
mutaciones en el gen de la APP, pero sélo un minimo porcentaje de
EA de aparicién precoz corresponde a mutaciones en este gen. Por
dltimo, otro tipo de EA precoz se ha encontrado ligado a marcadores
centroméricos préximos a APP pero independientes de ésta (St
George-Hyslop y col, 1987b; Tanzi y col, 1987b). Esta
heterogeneidad entre los distintos casos se explica asumiendo que
son genes diferentes los responsables de EA. Algunos grupos
postulan la posibilidad de que exista en el cromosoma 21 algin
locus que determine EA ademas del gen de la APP (Tanzi y col,
1988a, 1991).

2.2  Ligamiento al cromosoma 14

A finales de 1992 se publicaron varios trabajos que sefialaban
la existencia de un locus para EA de aparicién precoz en el brazo
largo del cromosoma 14 (14q24.3). Este ligamiento se encontré en
casi un 70% de lo#® casos de aparicién precoz (Schellenberg y col,
1992; St George-Hyslop y col, 1992; Van Broeckhoven y col, 1992) .
El proto-oncogen FOS, localizado en la regién 14q24.3-q31 (Barker y
col, 1984), fue pronto estudiado en relacién con EA. Se vié que el
producto de este gen forma parte de un heterodimero que reconoce
una secuencia de unién al ADN denominada AP-1 (Sheng vy
Greenberg, 1993). Dado que existen zonas de homologia a esta
secuencia en el gen de la APP, se pensé que el producto de FOS
podria estar implicado en la regulacién de expresién de la APP, pero
el analisis de la secuencia total del gen en enfermos y controles- no
revelé diferencia alguna (Cruts y col, 1994).
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Finalmente se ha determinado el gen en el cromosoma 14 que
corresponde a la herencia en estos casos de EA de aparicién precoz,
el S182, que codifica o que parece una proteina integral de
membrana que actuaria como un receptor, un canal proteico o una
proteina estructural (Sherrington y col, 1995). Se han descrito 5
mutaciones distintas en este gen que se corresponden con la
aparicién temprana de la enfermedad (Sherrington 'y col, 1995) y se
cree probable que casi el 70% de los casos precoces de EA estén
causados por errores en este gen (Van Broeckhoven, 1995).

2.3 Ligamiento al cromosoma 1

Se ha descrito recientemente una ligacién a un locus del
cromosoma 1 (1q31-42) en casos de EA precoz en un grupo de siete
familias de origen ruso (Levy-Lahad y col, 1995a). Se ha
encontrado un gen candidato, STM2 o ES5-1, que,
sorprendentemente, es homdélogo en secuencia al gen S182 del
cromosoma 14 que se ha descrito en otros casos de EA precoz. Se ha
localizado una mutacién en este gen que segrega con la enfermedad
(Levy-Lahad y col, 1995b; Rogaev y col, 1995). La presencia en EA
de mutaciones en dos genes homdlogos pero localizados en
cromosomas diferentes apoya la hipétesis de que dichas mutaciones,
aunque distintas, son patogénicas para la enfermedad.

Se ha encontrado una homologia muy alta de estas proteinas
con otra de Drosophila que actua como canal iénico y otra proteina
que en el nematodo C. elegans actua como transportadora de
esperma (Rogaev y @ol, 1995; Levy-Lahad y col, 1995b).

2.4 Ligamiento al cromosoma 19

El ligamiento al cromosoma 19 fue inicialmente descrito por
Pericak-Vance y col en 1993 para casos de EA de aparicién tardia.
Se encontré también una relacién clara entre EA y un alelo
especifico de la apolipoproteina E, ¢4, que mapea en el cromosoma
19 (qi3.2). La relacién entre la apoE y EA se describe con mds
detalle en los siguientes apartados.
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3. EL PEPTIDO B-AMILOIDE Y LAS PLACAS NEURITICAS

La parte central de las placas seniles de EA se compone de un
fragmento insoluble de 4 KDa, el péptido p-amiloide (BA4), que
proviene de una proteina precursora de 90-130 kDa, glicosilada y
ligada a la membrana celular (APP). El péptido p-amiloide que se
encuentra en los depdsitos vasculares proviene también de la” APP.

3.1 Expresién y procesamiento de la APP

La APP se expresa, ademds de en neuronas, en la membrana
de otros muchos tipos de células. La funcién bioldgica de la APP no
es del todo conocida. El componente mayoritario de la APP, la
proteasa nexina II, es un inhibidor de proteasas que estimula el
crecimiento de las neuritas (Oltersdorf y col, 1989). Mattson y col
(1993a) sugirieron que la APP tiene un papel muy importante en la
plasticidad neuronal y en la homeostdsis de calcio, consideridndola
casi como un neuroprotector. Se ha descrito su participacién en la
regulacion del crecimiento celular usando fibroblastos como modelo
experimental (Saitoh y col, 1989). También se ha observado un
aumento de la adhesion celular en presencia de APP (Schubert y col,
1989) que puede promover el crecimiento de las neuritas. Se ha
estipulado que estd relacionada con el contacto célula-célula
(Shivers y col, 1988) o con la axogénesis (Luo y col, 1990). ' Puede
que también participe, de algiin modo, en la regulacién del proceso
de coagulacién ya Jgue las plaquetas activadas secretan APP (Van
Nostrand y col, 1990). Como confirmacién de esta iultima hipdtesis,
se ha descrito que la APP inhibe el factor de coagulacién plaquetaria
XIa (Smith y col, 1990). Se ha sugerido también la posibilidad de
que las plaquetas actien como vehiculo transportador de APP
(Gardella y col, 1992). Se ha descrito la capacidad de APP para
acoplarse a Go, una proteina de unién a GTP en cerebro, funcionando
asi como receptor de membrana (Nishimoto y col, 1993). En
conclusién, todo parece indicar que es una molécuia multifuncional.

La regulacién del metabolismo de APP esti sujeta a continuo
estudio como posible respuesta a la patologia de EA, aunque no se
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ha encontrado una causa definitiva para esta enfermedad en la
expresién de APP, con la excepcion de algunos casos familiares, y
existen todavia muchas contradicciones al respecto. [Esta regulacidn
puede tener lugar a distintos niveles:

-Modulacién de la transcripcién mediante diversos factores.
-Procesamiento alternativo de mRNA.

-Regulacién post-transcripcional {glicosilacién, fosforilacion,
proteolisis)

La expresién de APP puede ser regulada a nivel de la
transcripcion.  Se ha descrito (Quon y col, 1990) que muchos
factores de crecimiento y citoguinas aumentan los niveles de mRNA
de APP. Otros factores que modulan el crecimiento celular también
aumentan la transcripcién de APP (Adler 1991).

Otro nivel de control de expresion de la APP se encuentra en
el procesamiento del mRNA. Se han observado varias isoformas,
resultado de un procesamiento alternativo (esquema 1), con
diferente nimero de aminoacidos y ausencia o presencia de los
exones 7 y 8 del gen de la proteina.

Dominio extracelular BAd Dominio
OX-2 intracelular
APP714 n
KPI
APP770 la ,
APP751 —*
APPE95 N - T T T C
0 100 200 300 400 500 600
Membrana
celular

Esquema 1. Distintas isoformas de la APP resultado de procesamiento

alternativo del mRNA.
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Los exones 7 y 8 del gen de la APP codifican dominios con
homologia a un inhibidor de proteasa tipo Kunitz (KPI) o un dominio
de O0X-2, respectivamente (Ponte y col,_ 1988; Tanzi y col, 1988b;
Kitaguchi y col, 1988). El dominio OX-2 corresponde a un antigeno
que se expresa en los timocitos (Williamson y col, 1992). Estas
isoformas. difieren en la longitud de la proteina a la que dan lugar y
s¢ denominan de acuerdo al nimero "de aminodcidos de que se
componen (Tabla IT ).

Tabla II. Isoformas conocidas de la APP humana

Isoforma Presencia Otros Referencia
de BA4 dominios

APP770 St KPI, OX-2 Kitaguchi y col, 1988

APP752 S1 KPI

APP751 SI KPI Ponte y col, 1988
Tanzi y col, 1988

APP733 SI

APP714 51 0X-2 Golde y col, 1990

APP695 SI Kang y col, 1987

APP563 NO KPI Sauvage y Octave,1989

APP365 NO KPI

El procesamiento alternativo parece ser especifico del tejido.
La isoforma APP695 es la mis abundante en el sistema nervioso
central mientras que APP751 y APP770 son las formas mas
comunes de los tejidos periféricos (Kang y Muller, 1990; Neve y col,
1988; Tanaka y col, 1989). Las neuronas expresan
fundamentalmente APPG695, mientras que en los astrocitos las
formas madas abundantes son APP751 y APP770 (Ohyagi y col, 1990).
En un principio varios trabajos indicaron que tanto la concentracién
de las isoformas que contienen KPI (APP751 y APP770), como la
proporcién APP751/APP695, eran mayores en EA (Tanzi y col,
1988b; Tanaka y col, 1988,1989; Johnson y col, 1989; Johnson y
Rogers,1990) y que estas diferencias en la expresion de APP podian
ser la causa de los depdsitos de pA4. Por el contrario, otros estudios
posteriores de expresidon de las isoformas 695, 751 y 770 en la
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corteza cerebral de enfermos de EA y controles sanos no mostraron
diferencia alguna (Ohyagi y col, 1992). '

A nivel post-transcripcional existen datos ‘que indican una
regulacion mediada por la fosforilacion y glicosilacién de la proteina
(Gandy y col,1988; Oltersdorf y col, 1990; Weidemann y col, 1989),
Entre otros se ha estudiado el efecto de agentes que regulan la
fosforilacién, como los ésteres de forbol, sobre el metabolismo de
APP (Buxbaum y col, 1990).

El esquema 2 muestra las distintas vias descritas del
procesamiento de la APP.

A
| E——— |
BA4
APP l
_ metabolismo
A - endosomal C
. reinternalizacion
—— | : C—— 1 )
B J
fragmentos
. amiloidogeénicos

Esquema 2. Vias metabélicas de la APP

La secuencia de pA4 se localiza entre el fragmento de
membrana de la APP y su parte externa, siendo el extremo amino-
terminal extracelular y el extremo carboxilo-terminal intracelular,
Se requiere por tanto la proteolisis de la APP para que se pueda
liberar A4 y que de lugar a los depdsitos extracelulares. Se ha
demostrado la capacidad de la pA4 para agregarse espontineamente
(Burdick y col, 1992) y su gran afinidad por las placas seniles

10
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(Maggio y col, 1992), luego un aumento de la cantidad de BA 4
disponible extracelularmente daria fdcilmente lugar a estos
depdsitos.

El procesamiento proteolitico de la APP (esquema 2A) da lugar
a la secreciéon de un fragmento soluble, de mis de 100 KDa, del
extremo aértino-terminal de la APP, proteasa nexina II, y' de un
fragmento pequefioc del extremo carboxilo-terminal asociado a
membrana (Oltersdorf y col, 1990). El corte tiene lugar entre los
aminodcidos lisinal6--leucinal7 de la secuencia de la pA4 dentro de
la APP (Esch y col, 1990; Anderson y col, 1991), dejando fuera parte
del fragmento amiloide. Por lo tanto esta via de procesamiento no
puede dar lugar a los depdsitos amiloideos. |

El procesamiento alternativo de la APP que podria dar lugar a
este aumento de BA4 ha sido ampliamente estodiado, y insten
varias posibilidades. Por ejemplo, Anderson y col (1992)
propusieron un sitio de corte alternativo en lisina 28 que daria
lugar a un fragmento, ain mayor, que si podria estar relacionado
con los depdsitos vasculares de amiloide y promover de una forma
més clara la formacién de placas (esquema 2B).

Algunos investigadores han sugerido gque el procesamiento de
la APP puede hacerse también a nivel lisosomal tras el reciclaje
endosomal de la APP ligada a membrana (Estus y col, 1992; Golde y
col, 1992). Siguiendo esta ruta metabdlica intracelular (esquema 2C)
se producen fragmentos que contienen BA4, pero no estd claro cémo
llegan estos fragmentos al espacio extracelular. Se sabe que la
produccién de BA4 es constitutiva y estd normalmente presente en
el liquido cefalorraquideo y sangre (Haass y col, 1992; Shoji y col,
1992), aunque no se ha encontrado correlacién entre la
concentracién de BA4 en el liquido cefalorraquideo y la abundancia
de depésitos en el cerebro. Falta todavia aclarar cémo se llega a una
superproduccidn de BA4 o al fomento patoldgico de su depdsito en
las placas neuriticas.
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3.2 Alteraciones en el gen de la APP

Por otro lado, al tiempo que se¢ lievaron a cabo estudios de
expresiéon y procesamiento de la APP, se estudié la secuencia de
este gen en enfermos con antecedentes familiares. Hasta el
momento, se han descrito 4 mutaciones distintas que se consideran
causantes principales de la aparicién de la patologia en estos
enfermos. Otras dos mutaciones, asociadas a enfermedades
distintas (HCHWA-D y esquizofrenia) han sido descritas en la misma
zona (Levy y col, 1990; Mant y col, 1992), aunque parece que la
esquizofrenia ha sido desligada de la APP por posteriores
investigaciones (Sorbi y col, 1994).

Estas mutaciones se encuentran e¢n la zona de la APP que codifica la
BA4, que coincide con los exones 16 y 17 de dicha proteina.

3.2.1 Alteraciones en el exon 16

-Residuos 670 y 671 APP770 (Mullan y col, 1992).

lisina--->asparagina
metionina--->leucina

Esta alteracién es una doble mutacién se encuentra dentro del
extremo amino-terminal de la BA4 y podria interferir éon la
proteolisis de dicho fragmento al separarse de APP. Lineas celulares
transfectadas con la APP doblemente mutada producen hasta 5 6 6
veces mas cantidad de BA4 en comparacién con lineas transfectadas
con la APP silvestre (Citron y col, 1992). Este aumento no se¢ ha
visto en las mutacnes en el exén 17 y se piensa que pueden
producir una mayor produccién de los fragmentos lisados de APP
que todavia contienen BA4 y que se sabe estdn involucrados en las
placas seniles (Cai y col. 1993).

Se ha descrito para casos de HCHWA-D, enfermedad que
presenta depdsitos amiloides similares a los de EA en los vasos
cerebrales la siguiente mutacién:

-Residuo 698 APP770

glicina--->glutamina (Levy y col, 1990)

12
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3.2.2 Alteraciones en el exon 17

_Residuo 717 de la APP770

valina--->isoleucina (Goate y col, 1991)
valina---->fenilalanina (Murrell y col, 1991)
valina--->glicina (Chartier y col, 1991)

Estudios de representacién de estas mutaciones en la
poblacién de EA familiar demostraron que son muy infrecuentes y
solamente asociadas a EA precoz (Schellenberg y col, 1991; Goate y
col, 1961). En conjunto, estos errores genéticos pueden ser
responsables de 5 a 10% de los casos de EA familiar de aparicién
precoz (Hardy y col, 1992; Van Broeckhoven, 1995) e incluso -
algunos afirman que de menos del 3% (Sherrington y col, 1995).

Estas mutaciones, que se encuentran en la zona de corte de la
secretasa encargada de la proteolisis de la APP, podrian inhibir la
disociacién del extremo carboxilo-terminal de la APP impidiendo asi
la degradacién de BA4, la unién de APP a la membrana o también
favoreciendo la estabilidad de los fragmentos BA4 en los lisosomas
(Estus y col, 1992; Goate y col, 1991). Xiao-Dan (1993) ha observado
un aumento en la produccién (hasta cinco veces mds) mediante el
metabolismo endosomal de fragmentos carboxilo-terminales de Ia
APP que contienen BA4 y esa podria ser la causa del aumento de los
depdsitos. |

+

3.3 Funcion fisiolégica y/o patologica de pA 4

La hipétesis inicialmente aceptada es que los fragmentos de
pA4, solos o con restos de APP, causan o promueven la muerte
neuronal y la formacién de ovillos (Hardy y col, 1992). Hubo en un
principio desacuerdo respecto a la accién de BA4 sobre las células.
Varios estudios con lineas celulares PC12 (que tienen caracteristicas
neuronales en cuanto que desarrollan neuritas bajo los efectos de
factores de crecimiento neuronal) transfectadas con BA 4
demostraron un efecto tréfico como consecuencia de su sobre-
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expresion (Zain, 1989). Se ha observado que la BA4 promueve el
crecimiento de las neuritas y Ia viabilidad de neuronas del
hipocampo en cultivo (Whitson y col, 1989). Otros estudios
parecidos (Allsop y col, 1989; Whitson y Selkoe, 1990; Saitoh y col,
1989) parecian confirmar este efecto neurotréfico, pero pronto
empezaron a aparecer resultados contradictorios (Schubert y col,
1989; Yankner y col, 1989 y 1990). Finalmente se llegé a un
consenso en el que se acepta la funcién tréfica de BA4 sélo durante
la fase de diferenciacién celular, pasando luego a ser téxica para las
célnlas si se administra en concentraciones relativamente altas
(Yankner y col, 1990). La toxicidad de pA4 puede deberse al
aumento de la sensibilidad a aminodcidos excitatorios en las
neuronas (Koh y col, 1990). Kowall y col (1991) introdujo
artificialmente PBA4 en cerebro de rata dando lugar a cambios
neurodegenerativos con pérdida neuronal y alteraciones en
neuronas y neuritas. El intento de reproducir estos resultados
(Podlisny y col, 1992) no funciond y aumenté la polémica al
respecto. Ultimamente proliferan los estudios de expresiéon de pA 4
en animales transgénicos (LaFerla 1995). Se ha visto
neurodegeneracién y muerte celular por apoptosis, acompaiiadas de
gliosis reactiva, que son caracteristicas patoldgicas descritas en EA,
pero su relacién con la etiologia de la enfermedad todavia no ha
sido aclarada. En definitiva, no se puede aceptar inequivocamente
la neurotoxicidad de BA4, ni que cause por si misma los cambios
neuropatolégicos del EA, pero si se ha observado in vivo e in vitro
que puede dar lugar a algunas alteraciones neurodegenerativas.

Mattson y colq (1992) sugirieron un mecanismo por el cual la
BA4 podria contribuir a la degeneracidén neuronal ¢n EA y que
estaria relacionado con alteraciones en la homeostasis de Ca2+* y
cambios en la organizacidén del citoesqueleto, inducidos por la APP.
Neuronas corticales en cultivo expuestas a A4 sufren cambios en la
homeostdsis de Ca2+ de forma que la respuesta a aminodcidos
excitatorios, despolarizacién o ionéforos de calcio se ve potenciada.
Las neuronas previamente tratadas con BA4 son mds vulnerables a
la neurotoxicidad de los aminodcidos excitatorios y muestran
cambios en el citoesqueleto similares a los ovillos neurofibrilares
(Mattson y col 1993).
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Estudios de incorporacién de BA4 sintético en membranas
lipidicas- demostraron que forma canales especificos para cationes
(Arispe y col, 1993a, 1993b). Estos canales son permeables a los
cationes metalicos monovalentes, como lo son la mayoria de los
canales clasicos de Ca?+ presentes en la membrana celular y rteticulo
endoplésmiéo. El canal que forma A4 se bloquea reversiblemente
por trometamina e irreversiblemente por Al3+. Esta actividad
conductora puede ser la causante de un desequilibric en la
homeostasis de Ca2+ que podria ser el responsable de la
neurotoxicidad de pA4.

Algunos autores sugieren que la falta de acuerdo existente
respecto a las propiedades del péptido se deben, en gran medida, al
uso de péptidos artificiales en los experimentos por falta de acceso
al péptido natural que se encuentra en concentraciones muy bajas
en el cuerpo humano (Frangione, comunicacién personal). Dada la
importancia que estos grupos confieren a la conformacién de la
proteina, afirman que el uso de peptidos comerciales que presentan
conformaciones no fisiolégicas en la experimentacién puede dar
lugar a conclusiones erréneas. Soto y Frangione (1995) han
propuesto que la BA4 presenta dos conformaciones estructurales
distintas. Una fisiolégica y que no sedimenta que denominan Apnac
(no-amiloideogénica) que en condiciones patoldgicas se transforma
en la molécula patogénica que se deposita en las placas, y que
denominan Apac (amiloideogénica). [Esta transformacién no es
espontdnea, sino mediada por factores diversos entre los que
podrian encontrarse: cambios en €l medio asociados con la edad (pH,
presencia de radicales libres, etc), concentraciones anormalmente
altas del péptido, interacciones con iones metdlicos (Al3+, Zn2+),
catdlisis a través de una proteina acompafiante (apoE, «-
antiquimotripsina, glicosaminoglicanos), mutaciones en la APP, o
modificaciones post-transcripcionales (Soto y Frangione, 1995).
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4. LA PROTEINA TAU Y LOS OVILLOS NEUROFIBRILARES

El citoesqueleto de las neuronas de los enfermos de EA se ve
desplazado por la aparicién de los ovillos neurofibrilares,
compuestos por filamentos helicoidales emparejados que no se
parecen morfolégicamente a ninguna estructura normal de la' célula.
" Estos ovillos se encuentran sobre todo en el pericarion de las
neuronas afectadas y en las ramificaciones qué rodean a las placas
seniles.  Los filamentos helicoidales emparejados se encuentran
también en estructuras neuropilicas filamentosas como resultado
del deterioro neuronal, dando lugar a los denominados ovillos
"fantasmas". Mediante quimica de proteinas y clonaje molecular se
determind pronto que la proteina fau era el com[jonente
mayoritario de los filamentos helicoidales emparejados (Goedert y
col, 1988; Kondo y col), lo que se confirmé, posteriormente,
mediante inmunohistoquimica (Wolozin y col, 1988). |

Tau pertenece a un grupo de proteinas asociadas a
microtibulos de bajo peso molecular v es una de las mis
abundantes en el citoesqueleto de las células nerviosas,
encontrdndose casi exclusivamente en la zona del axén (Doering,
1993). En neuronas normales, tau estabiliza los microtdbulos en
los axones (Kanai y Chen, 1992; Lee y Rook, 1992) estimulando la
unién de GTP a la subunidad B de la tubulina, sefial que inicia su
acoplamiento en microtibulos (Khatoon 1990). Otra funci6n
potencial de zau es la regulacién de la diferenciacién de una neurita
a ax6n en vez de a dendrita, ya que se ha visto que se requiere la
expresion de tau para la formacidén de axones en cultivos neuronales
(Baas y col, 1991). ‘

Las tau son un grupo de proteinas que se generan por
procesamiento alternativo a partir de un dnico gen (Kosik 'y col,
1986). Se conocen 6 isoformas distintas con longitud entre 352 y
441 residuos (Goedert y col, 1989) que se diferencian por Ila
ausencia o presencia de dos tipos de insertos en la mitad del N-
terminal (insertos 1 y 2) con 3 o 4 repeticiones en tandem del
dominio de unién a tubulina en el C-terminal (Goedert y ,Jakes,
1990) (Esquema 3).

§
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Esquema 3. Iscformas de la protefna rau indicando los residuos

fosforilados en EA.

La proteina tau que se encuentra en los filamentos de los
ovillos, a la que se denomina EA-tau o PHF-tau, es distinta de la tau
normal. La proteina tau en EA estd modificada mediante
fosforilacion, proteolisis y ubiquitinacién. La fosforilacién anormal
es la modificacién inicial y la mds critica en cuanto a la patologia.
La proteolisis y ubiquitinacién se consideran mis una respuesta
reactiva a la formacién de los filamentos helicoidales emparejados
(Mandelkow y Mandelkow, 1994).

En preparaciones de rau obtenidas a partir de los ovillos
neurofibrilares, ésta smigra de forma diferente a la de preparaciones
de rau normal cuando se separa mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. y sodio diodecil sulfato (SDS-PAGE). La EA-tau
extraida de los filamentos helicoidales emparejados se separa en
tres bandas en geles de SDS-PAGE (Lee y col, 1991). Estas bandas
de EA-tau contienen la tau completa, ya que se ha comprobado que
se unen a anticuerpos tanto contra las zonas carboxilo como amino
terminal de Ia tau normal (Goedert y col, 1992; Lee y col, 1991).
Después de tratar las bandas con fosfatasa alcalina, se desdoblan en
seis, que corresponden a las seis isoformas de rau normal (Liu y col,
1993; Goedert y col, 1992). Estas observaciones, junto con el hecho
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de que la tau normal contiene 2-3 moles de fosfato/mol de proteina
mientras la EA-tau contiene de 5 a 10 moles (Ksiczak-Reading y
c0l,1992; Kopke y col, 1993), llevé a la conclusién de que la
fosforilacién de tau era clave en la formacién de los ovillos en EA.
Cuando la rau normal se trata con proteina kinasa dependiente de
Ca2+/calmodulina (pero no con la proteina quinasa C) adquiere un
comportamiento similar al de la EA-tau (Baudier y Cole, 1987,
Baudier y col, 1987). Se ha observado ademis que la proteina
kinasa dependiente de Ca2+/calmodulina 1 esti aumentada en la
regién hipocimpica de los enfermos de EA (McKee y col, 1990) por
lo que se cree que el error de fosforilacién puede deberse en parte a
proteinas dependientes de Ca2+/calmodulina (Goedert 1993).

La unién de tau a los microtibulos estd regulada por el estado
de fosforilacién de la proteina (Lindwall y col, 1984) y la
transformacién de fau normal a EA-tau impide, por tanto, su unién
eficiente a los microtibulos (Bramblett y col, 1993). Esta falta de
unién a los microtibulos depende s6lo del grado de fosforilacién, ya
que esto es lo dnico que diferencia a la rau normal de la EA-tau.
Dicha disminuciéon en la unién probablemente desestabiliza los
microtibulos en EA, dando lugar a fallos en el trasporte axonal que
llevan a la degeneracién y muerte de las neuronas afectadas. Un
cambio en la tubulina o en las protefnas asociadas a microtibulos
puede notars¢ mas en las neuronas de individuos de edad avanzada
ya que la concentracién de tubulina disminuye con la edad (Yang y
col, 1985) y esta concentracién es bastante critica para la formacién
de microtibulos. La EA-tau se cataboliza ineficientemcnté y se
acumula intracelularmente en las neuronas formando filamentos
helicoidales emparejados que se acumulan en los ovillos
neurofibrilares y placas seniles (Goedert, 1993; Holzer y col, 1994)
Todas las isoformas conocidas de fau pueden dar lugar a los ovillos
neurofibrilares {Goedert, 1993) (Esquema 4). |

La pérdida de microtibulos afecta funcionalmente a Ila
neurona ya que éstos son necesarios para mantener el flujo
axoplasmico en axones y dendritas. En las células con ovillos
neurofibrilares se observa una disminucién en el nidmero de
microtibulos y una acumulacién de organelas vesiculares. Estas
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organelas se mueven normalmente a lo largo de los microtibulos
mediante un sistema dependiente de ATP (Brion, 1992). Es
interesante mencionar el hecho de que la APP se desplace usando el
transporte axopldsmico (Koo y col, 1990).

Una 'vez observado que la fosforilacién juega un papel
fundamental en los procesos patolégicos” ‘que promueven la
formacién de ovillos, las quinasas y fosfatasas responsables de la
conversién de rau a tau hiperfosforilada ¢ anormalmente fosforilada
(EA-tau) estan siendo identificadas y caracterizadas. Es necesario
determinar también los residuos que se fosforilan. Hasta ahora se
han descrito varios residuos serina y treonina seguidos de prolina
sensibles a esta fosforilaciéon (Goedert, 1993; Hasagewa y col, 1992).
La mayoria de los residuos hiperfosforilados se encuentran fuera de
la zona de repeticién en tandem (Esquema 3).

Ademas de los filamentos helicoidales emparejados en los
ovillos, se encuentran filamentos libres que contienen fau normal
(Brion y col,1991), La diferencia entre los filamentos helicoidales
emparejados libres y los que forman parte de los ovillos es la
presencia de ubiquitina en los dltimos (Mori y col, 1987). La
ubiquitina forma parte de un sistema proteolitico dependiente de
ATP encargado del catabolismo de proteinas intracelulares de vida
corta (Kyte 1982). Una vez que la ubiquitina se une a la proteina,
ésta se degrada rapidamente por la accién de una proteasa
dependiente de ATP. Esta proteolisis de la fau, que se produce en
los ovillos, se considera mds una consecuencia que una causa de la

patologia. .

Los filamentos helicoidales emparejados, ademas de proteina
tau, contienen otro tipo de materiales como aluminio, CaZ*, y
proteoglicanos. También se ha observado presencia de péptido BA 4
(Brion, 1992). |
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Esquema 4. HipGtesis sobre la via patolégica de la formacién de filamentos
helicoidales emparejados a partit de una hiperfosforilacién de tau
(Trojanowski y Lee, 1994).

5. LA APOLIPOPROTEINA E

La apolipoproteina E es una proteina plasmiética cuyo papel
fundamental es el¢ transporte de colesterol. Participa en el
metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas y en la homeostasis
del colesterol a través de su capacidad de interaccién con el
receptor de lipoproteinas de baja densidad y con Ia proteina
relacionada con dicho receptor (Mahley, 1988; Weisgraber, 1994).
También funciona como transportador de lipidos en el sistema
nervioso (Weisgraber y col, 1994) y se ha observado que juega un
papel fundamental en la regeneracién de nervios periféricos (Boyles
y col,1989; Weisgraber y col 1994). Estudios de expresién de la
proteina demuestran que el segundo punto de sintesis de apoE,
después del higado, es el cerebro (Elshourbagy y col, 1985).
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Dentro del sistema nervioso central son los astrocitos los encargados
de su produccién y en el sistema nervioso periférico su sintesis
‘tiene lugar en celulas gliales no mielinizantes y macréfagos (Boyles
y col, 1985).

El gen - de. esta ~proteina es polimérfico y presenta
mayoritariamente tres alelos para tres isoformas distintas (g2, €3, €4)
(Esquema 5) (Zannis y col, 1982). La isoforma mas corriente es la
e3 y se distingue por una cisteina en la posicién 112 (112cys) y una
arginina en la 158 (158arg) en [a zona de unidén al receptor de la
proteina. La formae4 presenta una arginina en el residuo 112 y la
e2 una cisteina en el 158 y son mucho menos frecuentes que la
isoforma €3 (Davignon y col 1988).

112
—_ T —
N T c
158
e4 arginina arginina
¢3 cisteina arginina
€2 cisteina cisteina

Esquema 5. Diferencias en la composiciéon de¢ aminoicidos entre las

isoformas de apoE.

<+

5.1 ApoE4 y EA de aparicion tardia

Se ha observado que la frecuencia del aleloe4 es mucho maés
alta en los EA de aparicién tardia por lo que se considera como un
factor importante en la etiologia de esta enfermedad. Se observéd
inicialmente que la apoE es un componente de las placas amiloideas
del cerebro de los enfermos de EA. Fue localizada
inmunoquimicamente en las placas, depdsitos amiloides alrededor
de los vasos y en los ovillos neurofibrilares de cerebros con EA
(Namba y col, 1991; Strittmatter y col, 1993). Finalmente, la
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localizacién cromosémica de la apoE coincide con una region del
cromosoma 19 previamente relacionada con un ligamiento para EA
de aparicién tardia. El ligamiento se habia marcado entre las zonas
19q13.1 y 19q13.3 y la localizacién exacta de la apoE es 19q13.2. La
tipificacién de las distintas isoformas de apoE ya se habia llevado a
cabo mediante estudios de restriccién (Emi y col, 1988), dado que se
conocfa la correlacién entre los distintos polimorfismos de apoE y
diversas enfermedades coronarias (Hixson y Vernier, 1990). Por
esta razén el estudio de las frecuencias alélicas de los pacientes de
EA se llevé a cabo muy rapidamente. El resultado de estos estudios
establecié una clara relacién entre la presencia de la isoforma ¢4 y
EA de aparicién tardia (Saunders y col, 1993). Se observé que la
frecuencia del alelo ¢4 en el grupo de enfermos analizado era de 0,5
mientras que en la poblacién control era de 0,16 (Strittmatter 'y col,
1993). La asociacién des4 con EA estd actualmente corroborada por
multiples estudios.

Se ha descrito que el alelot4 confiere un mayor riesgo de
aparicién de la enfermedad al tiempo que acorta la edad de
aparicién. El riesgo de desarrollar EA en familias con la enfermedad
de aparicién tardia aumenta de 20 a 90% y la edad media de
aparicién baja de 84 a 68 aiios dependiendo de que la carga alélica
de ¢4 aumente de 0 a 2 (Corder y col, 1993). El efecto de ¢2 parece
ser de proteccién contra la enfermedad en comparacién con ¢l mids
frecuente e3 (Corder y col, 1994). Algunos grupos estipulan que su
efecto es dosis-dependiente, mientras que otros no encuentran
diferencias entre hetero u homozigotos. '

<
5.2 Estructura de la dpoE

ApoE presenta dos dominios estructurales: el amino-terminal
(residuos 1-191) y el carboxilo-terminal (residuos 216-299) que
definen también los dominios funcionales (Wetterau y col 1988,
Aggerbeck y col 1988). El amino-terminal contiene el sitio de unién
a receptores de lipoproteinas (residuos 136-150), mientras que el
carboxilo-terminal contiene las regiones de unién a lipidos (Mahley
1988). Los dos dominios interaccionan entre si modificando sus
propiedades. El amino-terminal de las tres isoformas se dobla en 4
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hélices (Wilson y col 1991). La estructura del carboxilo-terminal no
se conoce tan bien, pero se sabe que es altamente helicoidal y
menos estable que el extremo amino-terminal. Las pequefias
diferencias en las cadenas de las tres isoformas producen cambios
estructurales que repercuten en diferencias funcionales las cuales
podrian explicar su distinto comportamiento en relacién a EA
(Weisgraber, 1994). ApoE3 y 4 se unen a los receptores de
lipoproteinas con gran afinidad, al contrario que apoE2. Esta
afinidad tan baja de la apoE2 se explica por un cambio estructural
en la zona de unién a los receptores por la aparicidn de puentes
entre la cisteina 158, acido aspdrtico 154 y arginina 150.

ApcE3 difiere de apoE4 en su afinidad hacia Ias lipoproteinas.
ApoE3 se une mejor a lipoproteinas pequeifias de alta densidad
mientras que apoE4 se une preferentemente a lipoproteinas de muy
baja densidad. Esta diferencia se debe a la distinta interaccién del
residuo arginina 61, comin para las dos isoformas, con el
cisteina/arginina 112 de una u otra isoforma.

53 ApoE y A4

Se ha observado in vitrro que entre las proteinas del liguido
cefalorraquideo que se unen a A4 inmovilizada se encuentra apoE
(Wisniewski y col, 1993). Dado que apoE también se encuentra en
los depdsitos amiloideos de enfermedades como Creutzfeld-Jacob y
otras asociadas a priones, se sugirié que podrd actuar como
acompaiiante patolégico de A4 (Wisniewski y Frangione, 1992). La
unién apoE- A4 varth entre las distintas isoformas. Los complejos
con apoE4 se forman antes que con apoE3 (Strittmatter y col, 1993).
La correlacién entre el patron de distribucién de los depdsitos
amiloideos en los cerebros de EA de aparicién tardia y su genotipo
de apoE apoyan la teoria del efecto de apoE4 sobre la formacién de
estos depésitos (Schmechel y col, 1993). Dentro de la teoria de las
dos conformaciones de A4, no-amilodegénica y amiloidogénica, se
ha observado que apoE4 transforma una en la otra (Soto y
Frangione, 1995). |
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54 ApoE y los ovillos neurofibrilares

Actualmente, se postula que la apoE modula el citoesqueleto
intracelular y altera la extensién y ramificacién de las neuritas en
presencia de colesterol (Handelmann y col, 1992). Estudios llevados
a cabo en diversos cultivos de células neuronales demostraron que
apoE3 en presencia de ll'pi(ios (fundamentalmente p-lipoproteinas
de muy baja densidad) aumentaba la extensién de las neuritas al
contrario que apoE4 (Nathan y col, 1994).

En cuanto al efecto especifico de las distintas isoformas de
apoE sobre el citoesqueleto, se ha observado que la formacién de
microtibulos se ve negativamente influida por apoE4 y ademas
produce una marcada dispersién de la tubulina. La hipétesis final
es que apoE3 estabiliza el citoesqueleto y promueve la extensién
neuritica, se acumula en el cuerpo neuronal y en las neuritas
modulando la actividad del citoesqueleto. El efecto de apoE4 es, por
el contrario, desestabilizador (Weisgraber y col, 1994). ApoE3 se
une a tau evitando su fosforilacién, mientras que apoE4 no se une a
tau. El principal componente de las lesiones neurofibrilares son los
filamentos helicoidales emparejados y su formacién se veria
aumentada por un fallo en la regulacién de la fosforilacion de rau en
presencia de apoE4 (Strittmatter y col, 1994; Wisniewski, 1994). La
unién de apoE a tau estd mediada por cisteina, apoE3 y apoE2
tienen, respectivamente, uno y dos residuos de cisteina, mientras
que apoE4 ninguno (Kamboh, 1995). La proteina tau presenta unc o
dos residuos de cisteina (dependiendo de la isoforma) situados en la
zona de unién a misrotlibulos. Esta zona es la que forma el centro
de los filamentos helicoidales emparejados (Crowther y col, 1992) y
la que forma los puentes de unién en los dimeros de rau. Asi pues,
los residuos de cisteina en apoE2 y apoE3 permiten su unién a tau
previniendo la formacién de los ovillos. Queda todavia por aclarar
si apoE se encuentra en el citoplasma de las neuronas y cémo llega
hasta alli. Se piensa que lo hace a través de los receptores de
lipoproteinas de baja densidad o las proteinas asociadas a dichos
receptores sin pasar por la via metabdlica endosomal
permaneciendo libre para interaccionar con el citoesqueleto
neuronal (Wisniewski y col, 1994b).
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Objetivos de la tesis y planteamiento experimental

El objetivo general de esta tesis es la deteccién y
caracterizacion a nivel celular y molecular de las posibles
alteraciones estructurales de los genes implicados en la
etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer. Nos basamos para
la’realizacién de este estudio en las tres hipétesis mds verosimiles:
En prinicr lugar, consideramos la posibilidad de que alteraciones
estructurales de la proteina precursora de la substancia amiloide
(APP) sean causa de su procesamiento anémalo y/o de su
insolubilidad en nuestra poblacién de enfermos de Alzheimer.
Para ello, hicimos una analisis estructural de los exones 16 y 17 de
la APP, que son los que codifican el péptido p-amiloide (Kang y col,
1987) y en los que se han encontrado mutaciones asociadas a la
enfermedad (Mullan y col, 1992; Chartier y col, 1991; Murrell y
col, 1991; Goate y col, 1991). El abordaje experimental gque
utilizamos fue la amplificacion de los fragmentos de ADN genémico
de los pacientes de EA correspondientes a estos dos exones y la
determinaciéon de posibles alteraciones estructurales mediante
técnicas de rastreo. |

En segundo lugar, hicimos un estudio de la asociacién entre el
alelo 4 de la apolipoproteina E (apoE4) y la enfermedad de
Alzheimer. Este estudio se realizé sobre la base de la; gran
incidencia de enfermos de Alzheimer de aparicién tardia en
individuos portadores de la apoE4 (Corder y col. 1993; Saunders y
col. 1993). Para abordar este estudio disefiamos unos
oligonucleétidos que nos permiten amplificar la zona polimérfica
del gen de la apoE y determinar la proporciéon de los distintos
alelos en el ADN de individuos control y enfermos de Alzheimer.

Por iltimo, abordamos el estudio de la hipdtesis de que
anomalias en los mecanismos de homeostasis idnica celular puedan
ser la causa del procesamiento andémalo y/o isolubilidad de la
proteina amiloide. Estas anomalias podrian ser consecuencia de
alteraciones estructurales en el gen(es) que codifica(n) alguna de
las protéinas de canales idnicos, o de otro tipo de cambios
estructurales caracteristicos del proceso involutivo senil. En este
sentido, creemos que la caracterizacion de los mecanismos
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celulares de homeostasis iénica son esenciales para la comprensién
de la etiopatogenia de la demencia de Alzheimer.

Para la realizacién de este estudio utilizamos células
derivadas de pacientes de demencia de Alzheimer. Nos hemos
basado en el supuesto de que los procesos patolégicos que afectan
primordialmente al sistema nervioso tienen también wuna
expresién sistémica. Por tal razén, intentamos obviar las
dificultades inherentes a la obtencién de material de estudio
procedente del sistema nervioso, utilizando como modelo
experimental un tejido extraneural, relativamente facil de
inmortalizar, como son los linfocitos. Nos basamos en la hipétesis
de que las mismas anomalias estructurales o de procesamiento de
las proteinas que pudieran estar relacionadas con la deposicién de
la proteina p-amiloide, deben de manifestarse en todas las células
que las expresen, a pesar de que las repercusiones funcionales
sean una caracteristica intrinseca de cada tipo celular.

Por tanto, decidimos utilizar como modelo experimental
cultivos de linfoblastos, obtenidos mediante transformacién de
linfocitos con el virus de Epstein Barr. Para ello, iniciamos la
constituciéon de un banco de lineas celulares linfoblasticas de
enfermos de EA y de donantes sanos de la misma edad. La
caracterizacién del medio i6nico intracelular de estas lineas
linfoblasticas la llevamos a cabo determinando los niveles basales
de pH y de Ca2+ libre citosélico, asi como el efecto de inhibidores
especificos de los intercambiadores Na*/Ca2+ y Na*t/H* sobre los
niveles intracelulares de Ca2+ y H* y la respuesta a factores de
activacién celular. La activacién in vitro de los linfoblastos la
realizamos con afticuerpos anti-IgM (Bourget y co01,1993). La
respuesta celular a este activador consiste en una serie coordinada
de acontecimientos que culminan con la sintesis de ADN y la
divisién celular. Algunos de los acontecimientos primarios
incluyen la salida de Kt (Gelfand y col, 1986; Segel y col, 1979) y
H+ (Hesketh y col, 1985; Rosoff y Cantley, 1985) y la entrada de
Nat (Felber y Brand, 1983; Prasad y col, 1987) y Ca2+ (Tsien y col,
1982; Whitney y Sutherland, 1973). Al mismo tiempo se hidroliza
‘el fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato, formando inositol 1,4,5-
trisfosfato, el cual moviliza Ca2+ de depésitos intracelulares, y
diacilglicerol, activador de la proteina quinasa C (Cambier y col,
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1987). La movilizacién de Ca2* va acompaiiada de un aumento de
la [Ca2+] libre citosdlico, que puede activar proteina quinasas
dependientes de Ca2+*-calmodulina (Schulman, 1993). Por tanto, la
utilizacién de este activador celular ofrece la ventaja de que su
utilizacién podria permitir determinar posibles alteraciones en los

mecanismos implicados en la transmision de sefiales, a través de
varias vias.
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MEDIOS Y TAMPONES

- LB (para 1 litro):
10 g bactotriptona
5 g extracto de levadura
10 g NaCl

- PBS (para 1 litro):
8 g NaCl
0.2 g KCl
1.44 g NasPOy4
0.24 g KH,;PO4

- SOC (para 1 litro)
20 g bactotriptona
5 g extracto de levadura
0.5 g NaCl
18 g glucosa

- TE pH 8:
10mM Tris HCI pH 8
1 mM EDTA

- TAE 1x:
40 mM Tris-base
20 mM 4cido acético glacial
1 mM EDTA pH 8.0

- TBE 5x:
54 g Tris base
27.5 g acido bérico
20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0
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1. VARIACIONES ESTRUCTURALES DEL ADN GENOMICO
1.1  Obtencion y manipulacion del ADN gendmico

1.1.1. Extraccion de ADN

El ADN genémico se obtuvo a partir de leucocitos. Para ello, de
unos 10 a 15 ml de sangre fueron extraidos de cada paciente o
individuo control y tratados con anticoagulante (heparina o EDTA). Los
hematies se eliminaron mediante un procedimiento de lisis osmdtica.
Se afadié a la muestra 3-4 volimenes de tampén de lisis (150 mM
CINH4, 10 mM CO3HK, 1 mM EDTA) a 0°C. Tras una centrifugacién de
10 min. a 500xg, el sedimento se resuspendiéo en 0,9 ml de un tampén
de digestién (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH8, 1%SDS, 1 mg/ml
proteinasa K) y se incubé a 50 °C durante 12-18 h. El ADN liberado al
digerir las estructuras celulares se precipité con acetato aménico 7.5 M
(1/2 vol) y etanol 100% (2 vol). Una vez precipitado, el ADN se
compacta en una masa mucosa que es ficilmente separable de los
demds restos celulares con una varilla de vidrio fino. El ADN se
disolvié en 1 ml de TE pH 8 y se congeld en alicuotas de 500 ul a -20°C
para su futuro uso experimental.

En algunos casos el ADN se obtuvo a partir de lineas
linfobldsticas mediante el mismo procedimiento pero suprimiendo el
paso con el tampén de lisis de los hematies.

1.1.2  Amplifi®acion de fragmentos de ADN

La amplificacién de los fragmentos de interés del ADN gendmico
se realizé mediante la técnica de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) que permite obtener un nimero muy elevado de
copias de un fragmento de ADN flanqueado por oligonucledtidos
especificos mediante la repeticién de ciclos en los que la polimerasa
completa la secuencia complementaria a la hebra desnaturalizada
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(Saiki y col, 1985; Mullis y col, 1986; Mullis y Faalona 1987). La
polimerasa que se usd en estas amplificacionés es la Taq ADN
polimerasa de Boehringer Mannheim (Alemania). Los PCR se preparon
en volimenes de 25 a 50 ul y, a menos que se indique lo contrario, con
1,5 mM de ClpMg, 200 utM dNTP, 0,8 pmol/ul de cada oligonucleétido,
0,5 unidades de taq polimerasa y el tampén suministrado con la
enzima por la casa comercial. El termociclador automdtico usado para
estas amplificaciones es el modelo Gene Amp PCR System 9600 de
Perkin Elmer. El programa para cada reaccién variaba en funcién de
los oligonucleétidos y la longitud del fragmento siendo el patrén bdsico
similar en todos los casos:

1 6 2 min. 94°C Desnaturalizacién inicial
30-60" | 94°C Desnaturalizacién

25-33 ciclos | 1' Toligo Anillamiento
1-2° 72°C | Extension

S 6 10 min. 72°C Extensién final

La températura de anillamiento (Toligo) dependia de la secuencia
de cada pareja de oligonucledtidos y se menciona especificamente en
cada caso.

1.1.3.  Clonaje de los fragmentos de PCR en pldsmido bacteriano

El clonaje de los fragmentos de PCR se hizo en un vector
comercial, pCRII (TA Cloning Kit, Invitrogen, California, USA), que
apovecha la terminacién 3'-A libre que dejan las polimerasas que se
usan en la amplificaciéon. Este vector comercial estd abierto y contiene
bordes 3'-T libres con lo que la ligacién del fragmento de PCR se
produce facilmente con la T4 ADN ligasa. Las reacciones de ligacion se
preparon en 10 pl con el tampén suministrado con el kit, con 1 unidad
de enzima y una proporcién 1:1 de fragmento de PCR (1 pl de una
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reaccién de 50ul) y vector (50 ng) y se mantuvieron a 14°C durante un
minimo de 4 horas (preferiblemente hasta 18h).

La transformacién de las construcciones se llevé acabo en la cepa
INVaF de E. coli introduciendo el plasmido (lul de la reaccién de
ligacién por cada alicuota de 50pl de bacteria competente) tras un
choque térmico a 42°C. Después, las células se crecieron en 0,5 ml de
medio SOC durante 1 hora a 37°C con agitacién. El plasmido utilizado
para el clonaje contiene un gen de resistencia a ampicilina, que
permite la seleccion de las bacterias trasformadas creciendolas en
medio con antibidtico. Este plasmido presenta también el gen de la g-
galactosidasa en la zona de insercion del fragmento con lo que se
facilita la seleccion de los clones positivos. La incorporacién del
fragmento de ADN en el plismido rompe ¢l gen y evita que la bacteria
sea capaz de utilizar un andlogo de la galactosa, 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-p-galactosido (X-gal), que le da a las colonias una coloracién azul
cuando se metaboliza. Unos 100 ul del cultivo en SOC recién
transformado se plaquearon sobre LB-agar con amp1c111na y X-gal y se
crecieron a 37 °C durante la noche.

Despues de poner a crecer las colonias blancas, portadoras del
ADN transformado, se extrajeron los plasmidos mediante un método de
lisis alcalina que es una adaptacién del método descrito por Birboin y
Doly (1979). Este método permite la extraccién y purificacién del
plasmido a partir de un cultivo liquido de la bacteria. Los cultivos se
crecieron durante 16-18 horas en 10 ml de LB liquido con ampicilina
(50 ng/ml) a 37°C en bafios con agitacién. Se centrifugaron 10 min a
600xg y el sedimerto se resuspendié en 250 pl de tampén de lisis (50
mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA y 4 mg/ml lisozima).
Tras esta lisis enzimética se afiadié una solucién alcalina (0,2 N NaOH,
1% SDS) que acaba de romper y desnaturalizar los restos bacterianos.
El ADN cromosémico junto con otros restos bacterianos se precipité
aiadiendo 1/2 vol. de 7,5 M acetato amoénico. La solucidon se
centrifugé 6 min a 10.000 rpm y el sobrenadante se transfirié a otro
tubo afadiendo 0,6 vol de isopropanol para precipitar el ADN
plasmidico. Se centrifugé IS min a 13.000 rpm, se lavé el sedimento
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con 70% etanol, se secé y se resuspendié en 50 pl de TE pH 8 con
Img/ml de ARNsa y se mantuvo lh a 37°C para eliminar el ARN de la
preparacidn. Este ADN se purificd mediante extraccién con
fenol/cloroformo (24:1) afiadiendo un volumen a la muestra y
centrifugando 1-2 min a 10.000 rpm para separar bien las fases. El
ADN permanece en la fase acuosa mientras que los restos protéicos son
arrastrados por el fenol. Los posibles restos de fenol o cloroformo se
eliminaron precipitando el ADN con 1/10 vol de actetato sédico 3M pH
5,2 y 2 vol de etanol. Tras sedimentar el ADN, se lavé y secod la
muestra para volverla a resuspender en 25 o 50 ul de TE pH 8.

1.1.4 Secuenciacion

Para secuenciar las muestras se utilizé6 el método de la
terminacién especifica de base mediante dideoxinucledtidos * (ddNTP)
usando la T7 ADN polimerasa (Sanger 1977, 1980) y 35S-dATP
(Amershan) como marcador radioactivo. La reacciéon de la polimerasa
incorpora los dNTP a partir del olignucledtido unido a la hebra simple
desnaturalizada marcando radioactivamente la nueva hebra con la
incorporacién de 358-dATP. En el momento que a la reaccién se le
afiaden los ddNTP comienza a romperse el alargamiento de la nueva
hebra a distintas alturas de la secuencia. Los reactivos para la
reaccion de secuenciacidén se obtuvieron de Pharmacia Biotech. De
forma rutinaria se secuencié el fragmento de ADN inserto en un
plaismido para facilitar la desnaturalizacion alcalina de la muestra.
Para garantizar la presencia de las dos formas alélicas en casos
heterozigotos, se secuenciaron mezclas de, al menos, 10 clones distintos
para cada fragmento* amplificado. Para cada secuenciacidn, unos 15 ug
de plismido se trataron con 04 M NaOH én un volumen de 30 pul,
durante 30 min a 37°C para su desnaturalizacién. Inmediatamente
después, se precipitd la muestra con acetato sodico y etanol en las
proporciones descritas anteriormente. Tras la precipitacién y lavado
del sedimento con 70% etanol, el ADN seco se resuspendié con el
oligonucledétido en un tampéh de anillamiento (0,14 M Tris-HCl pH7.,6,
14 mM MgCly, 30 mM DTT) y se calenté 5 min a 65°C. Se dej6é que la
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temperatura bajara hasta 37°C poco a poco para favorecer la unién del
oligonucledtido a la hebra desnaturalizada del ADN y entonces se
afadieron los dNTP (200 uM cada uno), 35S-dATP (10 mCi/ml) y la T7
ADN polimerasa (0,1 unidades/ul}) en un volumen final de 20 pl,
dejando que la reaccién se prolongara durante 5 min para despues
afadir los dideoxinucledtidos (5uM) por separado, obteniendo asi
cuatro reacciones para cada muestra que acaban -en-cada una de las
bases. ‘

La electroforesis de {as muestras secuenciadas se hizo en geles de
poliacrilamida al 6% con 5,6M urea en tampén TBE. Las muestras se
sometieron a 40-50W manteniendo la temperatura alta y homogénea
en todo el gel mediante una placa difusora de aluminio. La secuencia
se obtuvo tras exposicién de los geles secos en pelicula fotografica.

1.2 Métodos de rastreo de alteraciones en el ADN

Se usaron dos técnicas distintas para facilitar la buasqueda de
alteraciones en la secuencia de los fragmentos de ADN
correspondientes a las proteinas en estudio: la electroforésis en geles
de gradiente desnaturalizante (DGGE) y la técnica de polimorfismos
conformacionales de ADN monocatenario (SSCP).

1.2.1 Electroforésis en geles de gradiente desnaturalizante (DGGE)

La deteccién de alteraciones estructurales en el gen que codifica
para la APP se realizé mediante electroforesis en geles de gradiente
desnaturalizante (DGGE) de los exones de la proteina correspondientes
al fragmento BA4, 10s exones 16 y 17.

La DGGE es una técnica que permite separar moléculas de ADN
que se diferencien incluso en una sola base. Esta separacién se basa en
las distintas propiedades de fusién de cada molécula que se expresa
como una capacidad de migracién distinta en geles de poliacrilamida
con substancias desnaturalizantes, en este caso urea y formamida. El
efecto de estos dos desnaturalizantes equivale a un aumento de
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temperatura. La combinacidon GC requiere una temperatura de fusidén
mas alta, o una concentracién mads alta de desnaturalizantes, que AT.

Se ha observado que la desnaturalizacién de una molecula de
ADN se produce gradualmente con el aumento de temperatura,
separandose por regiones de longitud variable (50-100 pb). Estas
regiones o dominios se separan en bloque al alcanzar una temperatura
determinada. Los cambios de secuencia dentro 'de un dominio son los
que marcan la diferencia en la Tm (temperatura de fusién) de éste sin
afectar a los dominios adyacentes. La electroforesis de los fragmentos
de ADN en estos geles de gradiente se lleva a cabo a una temperatura
de 60 °C porque se aproxima a la Tm méis baja que puede presentar un
fragmento cualquiera de ADN. Los fragmentos entran en el gel y
comienzan a migrar como estructuras de doble cadena hasta que el
aumento en la concentracion de urea y formamida alcanza la Tm del
dominio mas facilmente desnaturalizable. E! fragmento adquiere
entonces una estructura ramificada, con una parte en doble cadena y
otra en cadena sencilla. Esta estructura migra a través de los poros del
gel con mayor dificultad (mayor cuanto mas largo sea el dominio
desnaturalizado). Dos fragmentos de ADN que difieran en una base y
tengan, por tanto, Tm diferentes, comenzardn a migrar a distinta
velocidad en puntos diferentes del gel, dependiendo de cual de ellos
contenga el dominio que se desnaturalize primero. Este procedimiento
incrementa notablemente la sensibilidad de la separacién
electroforética, permitiendo la deteccién de practicamente el 100% de
las mutaciones, apareamtentos incorrectos de incluso una séla base en
fragmentos de 200 6 300 bases. Con esta técnica se hace patente la
diferencia de movilidad en un gradiente desnaturalizante del
homoduplex mutante y heteroduplexes silvestre-mutante, que se
originan durante la amplificacién por PCR, con relacién a la movilidad
del homodiplex silvestre normal. Basta un cambio de una sola base
para alterar la temperatura de fusiéon de un fragmento de ADN y
modificar, por tanto, su movilidad en el gel.

Para cada fragmento se establecié primero la concentracién de
desnaturalizante para alcanzar la Tm de! primer dominio. Para ello, se
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hizo una electroforesis con el gradiente perpendicular a la corriente
eléctrica y se corrié una inica muestra abarcando todo el gel. La
muestra se desplaza en forma de curva sigmoidal con el punto de
infexién en la zona de desnaturalizacién del primer dominio. Una vez
determinada la concentracién éptima para alcanzar esta
desnaturalizacion se procedié a la electroforesis de todas las muestras
correspondientes a cada paciente en geles con el gradiente paralelo a
la corriente eléctrica ) '

El PCR de los exones 16 y 17 de la APP se hizo a partir de 2 pug de
ADN gendémico en volimenes de 25 6 50 ul para los geles paralelos o
perpendiculares respectivamente, con las concentraciones de
oligonucleétido, tampén y dNTP ya descritas. La reaccidon se hizo con
con el mismo programa para los dos fragmentos: -

-

2 94°C
30" 94°C
30 ciclos 30" 55°C
2' 72°C
5 72°C

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa (1%), utilizando un alicuota de 1/10 del volumen de la
reaccién. El resto del volumen de las muestras se sometié a
electroforesis en geles de poliacrilamida 6,5% acrilamida (37,5:1
bisacrilamida). La ‘concentracién de desnaturalizante variaba desde 0%
a 80%, siendo esta iltima concentracién de 32% formamida y 5,6 M
urea. El tampén de electroforesis estaba compuesto de 800 mM Tris-
base, 400 mM acetato sédico, 20 mM EDTA. El tampén de carga se
preparé con 20% ficoll, 10 mM Tris-HCI pH 7,8, 1 mM EDTA y 0,1% azul
de bromofenol. Las muestras se cargaron 1l:1 con tampén de carga y
se sometieron a 150 V (0,4 A) durante 5-7 horas, sumergido el gel en
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una cubeta de tampoén a 60°C. La tincion se llevé a cabo con plata
(Silver Stain, BioRad) o bromuro de etidio (0,5 ng/ul).

1.2.2 Técnica de polimorfismos conformacionales de ADN
monocatenario (SSCP)

La técnica de polimorfismos conformacionales de ADN
monocatenario (SSCP) estd basada en los distintos patrones de
migracién del ADN de cadena sencilla en geles de poliacrilamida. La
estructura secundaria que adquieren estas hebras sencillas hace que
tengan una movilidad distinta aunque el tamafio sea el mismo, incluso
diferencias de una sola base producen cambios notables (Orita 1989a vy
1989b).  Este procedimiento es especialmente eficaz para rastrear
fragmentos de ADN de un tamafio entre 200 y 400 pb.

Los fragmentos de ADN analizados fueron amplificados por PCR
en volimenes de 25 ul a partir de 2 ug de ADN genémico con parejas
de oligonucedtidos especificos en cada caso y descritos en el apartado
de resultados. Tras comprobar la eficacia del PCR visualizando con
1/10 de la muestra los fragmentos en geles de agarosa (1,5%), 1 ul de
cada PCR preparé para la electroforesis de SSCP. La muestras se
resuspendieron para su desnaturalizacién en un volumen final de 10 pl
con 80% formamida, 0,02 M hidroxido metil mercurio (SERVA,
Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg, Alemania), 0,25% azul de
bromofenol y 0,25% xilen-cianol (Weghorst y Buzard, 1993). Se
asegurd la desnaturalizacién de las muestras hirviendolas 5' y
manteniéndolas a 0°C hasta ¢l momento de la carga en los geles. La
composicion de los geles era de 10% glicerol y 8 o 12% poliacrilamida
(acrilamida/bis 39:1) dependiendo del tamafio del fragmento. La
electroforesis se llevd a cabo a 20 W durante 3 6 4 horas en tampdn
TBE. Los geles de SSCP se corrieron en un sistema de inmersidn
completa en cubeta (Modelo P8DS-1, The Penguin TM, OWL Scientific,
Maryland, USA) con recirculacién (Bomba modelo Masterflex L/S, COLE
PALMER Instrument Co., Illincis, USA) y situados en una camara fria
(Hongyo y col, 1993). Con el aumento de temperatura debido a la
resistencia del gel y la compensacién del ambiente a 4°C y la
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refrigeracién por recirculacién se alcanzaba una temperatura media de
10-12°C. La tincién de los geles se hizo con plata (Silver Stain, BioRad).

En aquellos casos en los que el producto de PCR no era de un
inico fragmento por producirse amplificaciones inespecificas, el
fragmento de interés se purifico extrayendo la banda tras
electroforesis en geles de agarosa y posterior centrifugacién a través
de una matriz de papel 3MM en tampén TE (Zhun Lu y col, 1994).

1.3  Andlisis del genotipo de la apolipoproteina E

Se amplificé mediante PCR un fragmento de 227 bp de la apoE
(Hixson y Vernier, 1990) con los siguientes oligonucledtidos:

ES-3 sense (p3681)
5’ TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA ¥

EA-3 antisense (p3891)
5" ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAGY

El tampén utilizado para la reaccién de PCR se modificé para
poder digerir el fragmento amplificado con el mismo tampén. Este se
componia de 16,6 mM (NH4)2S04, 67 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM 8-
mercaptoctanol, 170 pg/ml albimina sérica bovina y a la reaccién se
afiadio 1,5 mM dNTP, 0,8 pM oligonucleétido EA-3, 0,8 uM
oligonucleétido ES-3, 10% DMSO y 0,5 unidades de Taq polimerasa. La
reaccién de amplificacion partia de 1 pg de ADN, con el siguiente
programa:

2! 94°C ]
1 94°C4

33 ciclos 1 57°C
2 70°C |

2’ 70°C ]
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Tras comprobar la eficiencia del PCR visualizando la banda
correspondiente en un gel de agarosa al 1%, el fragmento obtenido. se
digirio con el enzima de restriccion Hhal, afiadiendo directamente el
enzima a la reaccién e incubando a 37°C un minimo de 3 horas para
asegurar una digestién total. Se separaron los fragmentos de la
digestién completa mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 8% (acrilamida:bisacrilamida 38:2) en TBE y a .unos 11-12 v/cm
durante 3 6 4 horas. La tincién del gel se-realizé con bromuro de
etidio (0,5ug/ml) en TBE durante 30 min. Los distintos alelos
presentan un patrén de digestién diferente ya que el ndmero vy
localizacién de las dianas de restriccién Hhal varia entre ellos y eso
permite identificarlos ficilmente mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida.

2, ESTABLECIMIENTO Y CARACTERIZACION DE LINEAS
CELULARES LINFOBLASTICA

Para establecer las lineas celulares, los linfocitos se separaron de
la sangre total (muestra de unos 15 ml) mediante un gradiente de
Ficoll y se inmortalizaron con el virus de Epstein-Barr siguiendo el
procedimiento descrito previamente (Seigneurin y col, 1988).

2.1 Establecimiento de las lineas celulares linfobldsticas

2.1.1  Produccion del virus Epstein-Barr

El virus de ‘Epstein-Barr utilizado en las transformaciones se
obtuvo a partir de una linea celular de linfoma de Burkitt (B-95-6)
cedida por Longina Akhtar (National Institute of Alcohol and Abuse
Disorders, NIH, Bethesda, USA). En condiciones normales, un
porcentaje de las células en cultivo sufre una infeccién litica que libera
el virus al medio. Se recolecté el sobrenadante del cultivo en
monocapa de estas células y tras una centrifugacién para eliminar
restos celulares, se pasd a través de un filtro de 0,2 pm (Renner GmbH,
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Alemania). El virus se conservé en alicuotas de 1 ml a-70°C para su
posterior uso en las transformaciones linfobldsticas.

2.1.2  Extraccion y transformacion de linfocitos

15 ml de sangre se diluyeron en un volumen de PBS y se
centrifugaron sobre 10-12 ml de ficoll-hypaque (Boehringer
Lymphocyte Separation Medium). Con este medio se forma un
gradiente de densidad que permite separar la fase celular
mononucleada (linfocitos y monocitos) y plaquetas, que no sedimentan,
de los hematies que sedimentan. La fase que contiene los linfocitos se
recolecté eliminando los restos del ficoll (que resulta téxico para las
células) con varios lavados con PBS. Finalmente, esta mezcla de
mononucleados era resuspendida en medio de cutivo RPMI-1640
(GIBCO BRL, Scotland), complementado con 100 unidades/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 10% suero fetal bovino y 200
mM glutamina. Se les afadid inicialmente una alicuota de 1ml de virus
de Epstein-Barr y ciclosporina (Iug/ml ) para evitar la activacién de
los linfocitos T que podria impedir -la proliferacién inicial de los
linfocitos B infectados y se pusieron a cultivar a 37°C con una
humedad del 70% y un contenido de CO2 de 5%. A partir de este
momento se vigila el cultivo con cambios de medio una o dos veces por
semana y en 3-4 semanas aparecen los primeros clones linfobldsticos.
Una acidificacién importante del medio constituye un excelente
marcador de la trasformacién. Una vez transformadas las células se
divididieron y se preparon para su congelacién. Se congelaron en el
medio ya descrito €on un 0,075% de dimetilsulféxido (DMSO), para
evitar rupturas celulares con la formacién de hielo y se mantienen a
-120°C en nitrégeno liquido en alicuotas de 1 ml.
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2.2 Crecimiento de los cultivos de linfoblastos
2.2.1 Proliferacion celular

El estudio de la proliferacidon se hizo mediante contaje celular de
los cultivos un hemocitémetro de Neubauer diluyendo la muestra
segin la densidad del cultivo.

2.2.2 Ciclo celular

El analisis de la fase del ciclo en el que se encontraban las células
se hizo mediante la incorporacion de ioduro de propidio al ADN celular
(Krishan, 1975). El ioduro de propidio (0,05 mg/ml) se afade a
aproximadamente 100 células en un volumen de 0,5 ml de PBS. Las
células se rompen con 1% NP-40 y la proporcién de ioduro incorporado
se mide mediante fluorimetria de flujo (EPICS XL-MCL flow cytometry
system, Coulter corporation, USA) con una excitaciébn a 488 nm
(emisién a 610 nm). Los datos fueron analizados mediante el
programa de ordenador Multicycle AV (Phoenix Flow Systems Inc.
USA).

2.3 Actividad de la proteina quinasa C (PKC)

La actividad de la proteina quinasa C (PKC). se determiné en las
fracciones citos6lica y de membrana obtenidas de linfoblastos. Para
ello cultivos de 2 dias de linfoblastos sembrados a 106 células/ml se
centrifugaron a 400%g 10 min y se resuspendieron en un volumen de
2 ml de medio RPMI-1640 completo. Se incubaron 5 minutos a 37°C
en ausencia o presencia de 10 pg/ml de algM para conseguir activacidén
de las células. Tras esto, los linfoblastos se recolectaron por
centrifugacién y el sedimento celular fue homogeneizado en tampédn
con Tris-CIH pH 7,5, 2 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 2 mM DTT, 2 mM
PMSF, 0,25 M sacarosa, 20 pug/ml inhibidor de tripsina y 0,04 mM
leupeptina.
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Los homogenados se centrifugaron a 12.000xg durante 20 min,
separando la fraccién citosdlica en el sobrenadante. El peliet se tratd
con ¢l mismo tampén con 1% triton X-100 y se incubd a 4°C durante
30 min. Posteriormente se centrifugd a 12.000xg otros 30 min. El
sobrenadante resultante de esta centrifugacidn contenia la fraccién
solubilizada de membrana. '

Ambas fracciones fueron purificadas parcialmente en columnas
de DEAE-celulosa (1 ml) equilibradas en el tampén inicial sin sacarosa.
La elucién se realizé con NaCl 0,1 M en el mismo tampdn, La actividad
de PKC se determiné mediante anticuerpos monoclonales que
reconocen la fosforlilacién de determinados residuos en peptidos
artificiales. Este método se llevé a cabo mediante un kit comercial (PK
ELISA KIT, NRPK Assay System Kamiya Biomedical Co., USA). La
incorporaciéon de estos anticuerpos medida a través de su posterior
unién a conjugados anti Ig produce cambios cuantificables en la
densidad optica. La correlacién actividad/unidades enzimdticas se hizo
midiendo cantidad de proteina mediante el método Bradford (1976)
con el colorante Coomassie brilliant blue G-250 (BioRad).

2.4  Estudios de expresion de ARN
2.4.1 Extraccion de ARN

S0 ml de un cultivo de linfoblastos (1,5-2x106 cel/ml
aproximadamente) se centrifugaron a 400xg durante 10 minutos. Las
células se lavaron dos veces con PBS y se lisaron en un volimen de
900 ul de una soluctén de 0,14% NP40, 10 mM NaCl, 5 mM MgCly, 10
mM TrisHCI pH 7,8 y 10 mM VRC (Vanidyl Ribonucleoside Complex,
GIBCO BRL), un inhibidor de ribonucleasas. Al sobrenadante resultante
‘de la centrifugacién de esta lisis (unos 700 ul), se le afiadié 35 pl de
10% SDS y 7,5 ul de 1 M Tris-HCI (pH 7,6) y se extrajo dos veces con 1
vol de: fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1). Se repitié la
extraccién con cloroformo/isoamilico para eliminar el fenol y se
precipité el ARN con acetato sédico 3 M pH 5,3 (1/20 vol) y etanol (2,5
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2.5 Determinacion de la concentracion de calcio intracelular

La [Ca2+]; se determindé con un indicador fluorescente, FURA-2
(Boerhinger, Alemania), que varia su fluorescencia en funcién del Ca2+
libre que hay en el medio. La sonda entra en las células en forma de
ester y, una vez dentro, las esterasas del citosol rompen la estructura y
la sonda no puede volver a salir porque deja de ser permeable a la
membrana.

La carga del FURA-2 en los linfoblastos se consiguié incubando
las células (107 células/ml) en tampén de carga (1 mM CaClp, 145 mM
NaCl, 1 mM NapHPOg4, 0,5 mM MgS0O4.7H20, 5 mM glucosa, 10 mM
hepes, 5 mM CIK, pH 7,4) durante 45 min a 37°C con 5 uM de la sonda.
Tras dos lavados con tampén de carga fresco, para cada muestra, se
centrifugd una alicuota de 1 ml justo antes de iniciar la medida y se
resuspendié en 2ml de tampén a 37°C (aprox. 0,5-1x100 cel/ml) que se
pasé a una cubeta de metacrilato. Para los experimentos que
requerian que las células estuvieran privadas de calcio se elimind éste
del tampén de carga. Las medidas de fluorimetria fueron realizadas
en un espectrofluorimetro Perkin Elmer (Connecticut, USA) modelo LS
50B dotado de un sistema de microagitacién magnética. Al equipo se
acoplé un termocirculador que permitia mantener las células a 37°C
durante las mediciones. La concentracién intracelular de calcio libre se
mide en funcién de la proporcién de fluorescencia de la sonda a dos
longitudes de onda distintas, 340 nm y 380 nm, midiendo Ia emisién a
510 nm. En funcién de esta doble excitacién, el espectrofluorimetro
estaba equipado com un accesorio ("fast filter") de doble lente que
permite el cambio de longitud de onda en un intervalo minimo de
tiempo. Los valores de fluorescencia fueron almacenados en soporte
informatico para su posterior tratamiento matematico.

La calibracién de la seiial de fluorescencia se realizé segin el
método de Grienkiewicz y col (1985). La lectura mixima (Rpgax) se
obtuvo rompiendo las células después de cada experimento con Tritén
X-100 liberando asi todo el FURA-2. Seguidamente se determiné la
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fluorescencia minima (Rpyjn) quelando el caicio del medio con exceso
de EGTA. La concentracion intracelular de calcio se calcula aplicando la
férmula:

[Ca2+]i = Kd x (R-Rmin)/(Rmax-R)

Siendo R la medida en un tiempo dado y Kd la constante de disociacion
para el complejo Ca2+-FURA2 con un valor de 224 nm a 37°C.

2.7 Determinacién del pH intracelular

El pH intracelular se determiné de una manera similar al calcio,
mediante otro indicador fluorescente, 2'-7" bis carboxietil 5,6
carboxiflueresceina (BCECF) (Boehringer), que varfa la emisién en

funcién de la concentracién de H*. El cociente de fluorescencia en este
caso es 495/440.

Las células recibieron el mismo tratamiento que para la carga
con FURA pero con distinto tampSn. [Este tampén de carga estaba
compuesto de 140 mM NaCl, 5 mM KCI, ImM CaCl; 1mM K;HPOy,
10mM HEPES sédico y la concentracién de BCECF era de 5uM. Los
tiempos de incubacién y los lavados fueron los mismos que en la carga
con FURA.

La conversién de la sefial de fluorescencia en pH se realizé por
medio de una calibracién interna utilizando el método de Thomas
(1979). Las células cargadas con BCECF se resuspenden en distintos
tampones de alto contenido en K+ (140mM) en un rango de pH desde
6,2 a 7,6 vy en presencia de nigericina (10 pg/ml) para alcanzar el
equilibrio de pH entre el medio intracelular y el extracelular. Otra
forma de calibracién directa se llevd a cabo resuspendiendo las células
en tampén de pH conocido y rompiendo la membrana celular con el
detergente tritén-X100. Se obtuvieron de esta forma distintas
medidas de fluorescencia a distintos pH. En ambos casos el cociente de
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fluorescencia 495/440 aumentaba en funcién lineal del pH,
permitiendo obtener unos parametros de calibracion muy fiables.
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1. ANALISIS ESTRUCTURAL DEL ADN DE LOS ENFERMOS

1.1  Descripcion de los individuos de los cuales se
obtuvieron muestras de ADN.

LLas muestras de ADN utilizadas como control provenian de tres
grupos de individuos. Un grupo formado por 186 individuos
donantes de sangre, que no fueron sometidos a ningidn tipo de
seleccién, con una edad media de 36:1,4, un rango de edades de 18
a 63 afios y una distribucién por sexos del 50%. Estas muestras se
obtuvieron de diversos hospitales de Madrid. Otro grupo control
estaba formado por individuos sanos que se sometieron
voluntariamente a la exploracién y a donar la muestra de sangre, y
en los que se descarté la existencia de enfermedades neurolégicas o
de patologias afiadidas. La mayoria de ellos eran los conyuges de los
enfermos en estudio. Esta poblacién control estaba formada por 51
individuos de una media de edad 67+1,9 afios, con un rango desde
42 a 89 afios y una distribucién por igual de ambos sexos. El tercer
grupo control estaba formado por pacientes de Parkinson sin
sintomas de senilidad (valorado a través del test mini-mental de
Folstein y col, 1975) y diagndsticados segin los criterios del
Parkinson Study Group (1989) que se describen en la tabla III. Este
grupo consta de 64 individuos de edades comprendidas entre 44 y

90 afios, con una media de 65+1,6 aiios.
<
TABLA 111

Criterios de inclusiéon para el diagnéstico de enfermedad

de Parkinson
&

Presencia durante un afio 0 mis de dos de los tres signos motores
cardinales de Parkinson.

Temblor de reposo o postural

Bradikinesia '

Rigidez ‘
Respuesta a la terapia con levodopa (al menos 1000 mg/d durante un
mes) ,

Grado de mejoria de moderado a marcado

Duracién de la mejoria durante un afio o més

Parkinson Study Group, 1989
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Los pacientes de EA fueron diagnésticados segan los criterios
del NINCDS-ADRDA (MacKahnn y col, 1984) que se describen en la
Tabla IV. Los casos de EA recolectados (Tabla V) fueron un total de
71, de edades entre 52 y 95 afios, con una media de 69,5+1 aiios.
De los 71 individuos con EA, sélo 26 eran varones. De estos
pacientes, 20 padecian EA de aparicién precoz y 51 de aparicién
tardia. Cuatro de los casos de apariciéon precoz y doce de los de EA
aparicion tardia tenian antecendentes familiares de demencia.

TABLA IV

Criterios del grupo de trabajo NINCDS-ADRDA para el
diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE PROBABLE EA

iI. Demencia establecida por un examen clinico, documentada por test MMS, escala
de deterioro de Blessed y confirmada por tests neuropsicoldgicos.

Déficit en dos o méds 4dreas cognoscitivas.

Empeoramiento progresivo de la memoria y otras funciones cognoscitivas.
Ausencia de trastornos de la conciencia.

Inicio entre los 40-9Q afios, a menudo después de los 65.

Ausencia de otras enfermedades sistémicas o neuroldgicas que pudieran
explicar los déficits cognitivos.

= R I

El diagndstico de EA es apoyado por:
Deterioro de funciones cognoscitivas especificas: afasia, apraxia y agnosia.
Incapacidad para desarrollar las tareas cotidianas y alteraciones de conducta.
Historia familiar, particularmente si estd confirmada neuropatolégicamente.
Resultados de laboratorio: puncién lumbar normal, EEG normal o con cambios
inespecificos, TAC con evidencia de atrofia y su progresién documentada por
estudios seriados.

‘ .
CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DE POSIBLE EA

VIR

1. Sindrome de demencia en ausencia de otras enfermedades neurolégicas,
psiquiétricas o sistémicas que puedan causar demencia, con variaciones en el
inicio, la presentacién ¢ el curso evolutivo,

2. En presencia de otra enfermedad sistémica o neuwroldgica potencialmente
causante de demencia, la cual no sea considerada como causante de la misma.

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE EA DEFINITIVA

1. Cumplir los criterios clinicos de EA probable. ,
2. Evidencias histopatolégicas obtenidas por biopsia o necropsia,

MacKahnn y col, 1984
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TABLA V

Lista pacientes de EA.

EA EDAD sSeEx0 MM Tipo de Hist. EA map sexo MM Tipo de Hist.
EA clfnico EA clinico
(familiar) addicional (familiar) adicional
1 89 v 2 EAAT 41 68 v EAAT
2 73 M 7 EAAT 42 69 v -EAAT
3 66 M 10 EAAT 43 66 M EAAT
4 60 M EAAP 44 68 v 2 -EAAT
5 65 M EAAT 45 v AD
6 77 v EAAT 46 70 M EAAT
7 60 v 4 EAAP hiperceles-| 47 54 M 0 EAAP (SD)
terolemia
8 63 v EAAP 48 72 M EAAT
9 73 Vv 10 EAAT hiper- 49 73 M 11 EAAT (SI) depresi6n
tensibn
i0 80 M 10 EAAT 50 78 A EAAP parkinson
11 58 M 2 EAAP (8I) 51 57 vV 10 EAAP
12 73 M EAAT hiper- 52 66 M 17 EAAT (SI) depresion
tensién anemia
13 84 M EAAT 53 66 vV 23 EAAT trombo-
flebitis
i4 68 M EAAT (SI) 54 77 M 7 EAAT (SI) hiper-
tensién
15 76 M EAAT 55 71 M 6 EAAT (SD) hiper-
: tensidén
16 55 M EAAP 56 52 vV 0 EAAP
17 356 \Y EAAP (SI) 57 68 M 15 EAAT (S1) artrosis
18 80 M EAAT 58 76 v 5 EAAT (8I) hiper-
tensién
19 68 v EAAT 59 79 M 4 EAAT (8D
20 354 M EAAP 60 62 V 15 EAAP (SD) ulcus
duodenal
21 65 M EAAT 61 52 v 0 EAAP
22 70 M EAAT 62 83 M 11 EAAT (SI) cardiopatia
isquémica
23 719 v EAAT 63 69 M 1 EAAT
24 72 v EAAT 64 61 M ¢ EAAP insuf.
mitral
25 15 M BAAT 65 172 M 0 EAAT hipercoles-
terolemia
26 39 v EAAP 66 79 M 9 EAAT
27 90 v EAAT 67 75 M 14 EAAT hiper-
tensidn
28 58 M EAAP 68 74 M 25 EAAT (SI)
33 69 v EAAT 69 77 M 19 EAAT artrosis
34 179 M 12 EAAT (SD 70 173 M ‘EAAT
s 17 M EAAT 71 68 M EAAT
36 68 M 6 EAAT (SI) 72 56 M EAAP Parkinson
37 52 vV 22 EAAP 73 68 M "EAAT
38 76 M 0 EAAT 14 52 v 0 EAAP
39 65 M 15 EAAT 75 55 v EAAP
40 72 M EAAT
MM: Test Mini-Mental de Folstein (1975) para valorar capacidad

intelectual entre ¢ y 30 puntos.

de aparici6bn precoz,

EAAT: EA de aparicién tardia. EAAP: EA
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El diagnéstico, seleccion y extraccién de la muestra de sangre de los
controles sanos, los enfermos de Parkinson y los enfermos de EA se
llevé a cabo en el Departamento de Neurologia del Hospital Doce de
Octubre de Madrid por el Dr. Portera Sanchez y la Dra. Gémez Isla.

1.2 Busqueda de alteraciones estructurales en el gen de la
APP, '

El rastreo de cambios estructurales en el gen de la APP se
realiz6 mediante la técnica de electroforésis en geles de gradiente
desnaturalizante (DGGE), analizando la estructura de los exones 16 y
17 que corresponden al fragmento fA4. Es en estos dos exones
donde se han descrito mutaciones asociadas a EA de tipo familiar
(Mullan y col, 1992; Goate y col, 1991; Murrell y col,1991, Chartier y
col 1991). Para ello, se diseflaron oligonucleétidos correspondientes
a secuencias intronicas préximas a los exones 16 y 17.

Exon 17

(Intrén pos 28)
S-CAGTTGGGCACACAATATAC-3”

(Intrdn pos 451)
S'AAAGAACAACTGTAACCCAA-3-

La amplificacion por la reaccién de PCR de ADN genémico utilizando
estos oligonucledtidos da lugar a un fragmento de 443 pb que
contiene el exén 17.

L

Exon 16

(Intrén pos. 102)
S'GTYGTCCTGCACTTTAATS’

(Intrén pos. 246)
5'GTGGGAAAGAGGTAAATTATT-3”

La amplificacién por la reaccién de PCR de ADN gendémico da lugar a
un fragmento de 134 pb que contiene el exdn 16.
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La figura 1 muestra el patrén de fusién de estos dos
fragmentos cuando se¢ les sometid a electroforesis en un gradiente
perpendicular de 20 a 80% de agente desnaturalizante. Pudimos
observar un Wdnico dominio de fusidén para ambos casos, reflejado
por la ausencia de un punto de inflexi6n.

FIGURA 1

Determinacion del patron de fusion de los exomes 16 y 17
de la APP en geles de gradiente desnaturalizante

concentracion de desnaturalizante

20% > 80%

s —— | ©X0N 17

s S

e Nexén 16

La amplificacién de los exones 16 y 17 de¢ la APP se realizd
como se describe en Métodos, utilizando oligonucle6tidos sin colas de
GC. Los fragmentos se sometiron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida de gradiente desnaturalizante (con urea y
formamida) perpendicular a la corriente eléctrica.
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Para conseguir dos dominios térmicos distintos que nos
permitieran detectar pequefios cambios en el punto de fusién, se
amplificaron los fragmentos de ADN por'PCR introduciendo en el
extremo 5' colas de 40 bases de G y C. Estas colas ricas en G y C
elevan el punto de fusién de esa parte de la molécula y consiguen
un “pinzamiento térmico” creando un dominio nuevo de Tm mas
alta. Los nuevos oligonucledtidos (sélo los correspondientes al
extremo 5') contenian la misma secuencia de los anteriores mas una
serie de G y C. Los oligonucleétidos utilizados para los extremos 5'
fueron:

Exon 17

(Intrén  p28)
5"GOGOOGOOOGOO000GO0NGAOOOGOCOGOGOO0GOGCCOCAGITGGGCACACAA
TATAC-3°

Exon 16

(Intrén  p102)
5"GOGA0GOOGCOO00GO0GO0OGO0OGAGAOOCAGOOAOGTTGTOCTGCACTTT
AAT3”

Las figuras 2 y 3 muestran las electroforesis realizadas con los
fragmentos correspondientes a los exones 16 y 17. Se puede
observar un punto de inflexién en " la zona de 45% de
desnaturalizante en el exén 16 y de 30% en el ex6n 17. Este punto
es donde el primero de los dos dominios térmicos se desnaturaliza
por completo. Una vez obtenidos estos valores se procedid a hacer
el rastreo de todas las muestras en geles con un gradiente paralelo
de agente desn‘aturalizante. Para asegurar la completa
desnaturalizacién se usd@ un margen de 15% de desnaturalizante "en
ambos sentidos a partir del punto de inflexién. En el caso del exén
16 este rango se fijé de 30 a 60% (fig. 2) y-de 15 a 45% (fig. 3) en el
ex6n 17. La electroforesis de los fragmentos obtenidos mediante
amplificacién por PCR de todas las muestras de ADN de enfermos de
EA disponible no presentd ningin patrén aberrante, lo que indica
que en nuestra poblacién de enfermos no existe ninguna mutacién
de las descritas en la literatura que estan asociadas a EA de tipo
familiar (Mullan y col, 1992; Goate y col, 1991; Murrell y col, 1991,
Chartier y col, 1991).
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FIGURA 2

DGGE del exén 16 de la APP con pinzamiento térmico
mediante amplificacion con oligonucledtido-GC

punto de inflexién
A 45%
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—_— /—_———— '
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B 30%
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¥ — 60%

La amplificacién del exén 16 se realizd por PCR, como se describe en
Métodos, utilizando el oligonucleStido del extremo 5° con un afiadido de 20
bases G y C. EI panel A muestra el resultado de la electroforesis del fragmento
amplificado en un gel de gradiente de agentes desnaturalizantes, urea y
formamida, perpendicular a la corriente elecétrica. El punto de inflexién
corresponde a un porcentaje de desnaturalizante del 45%. El panel B muestra
el rastreo realizado con los fragmentos amplificados a partir de ADN
genémico de enfermos mediante -electroforesis en gradiente paralelo al
movimiento de las bandas de ADN, con un rango de 30 a 60% de agentes
desnaturalizantes.
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FIGURA 3

DGGE del exén 17 de la APP con pinzamiento térmico
mediante amplificacion con oligonucleétido-GC

punto de inflexién
A 30%
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El experimento se llevé a cabo por el mismo procedimiento descrito en
la figura 2 con el fragmento de ADN correspondiente al exén 17 de la APP
amplificade con colas de G y C en el extremo 5°. El punto de inflexién
observado cuando s¢ someti6 a electroforesis en pradiente perpendicular de
desnaturalizante (panel A) se determiné a wuna concentracién de
desnaturalizante de 30%. El panel B muestra el rastreo de las muestras
realizado en geles con un gradiente desde 15% a 45% de agente
desnaturalizante paralelo a la corriente eléctrica, '
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1.3  Determinacion del genotipo para la apéliprotefna E

En el intento de continuar estudiando la relacién entre la
patologia de EA y la estructura genética de los enfermos, se llevd a
cabo la determinacién del genotipo de la apolipoproteina E en la
muestra de enfermos. Como referencia control se usaron por un
lado, una muestra de controles sanos que habian sido clinicamente
estudiados y por otro, un grupo de poblacién proveniente de
donantes de sangre. Como control de otro tipo de demencia, se
estudié un grupo de enfermos de Parkinson. La determinacién del
genotipo se realizé como se describe en métodos obteniendo un
patrén de digestién especifico para cada alelo (Figura 4).

La Tabla VI muestra los genotipos de los grupos de controles y
del grupo EA. Se observé una diferencia estadisticamente
significativa en el grupo EA que presentaba una frecuencia alélica
para €4 mucho mayor, en detrimento de la frecuencia de €3. En el
grupo de controles sanos, esta frecuencia es incluso mas alta que en

el grupo de donantes de sangre, al contrario que lo que ocurre con
ed.

TABLA VI

Frecuencias de ApoE en EA

Poblaciéon Num. de alelos Frecuencias alélicas
L 3
£2 e3 £4
Donantes de sangre 372 0,06+0,01 0,88+0,02 0,06+0,01
Controles de edad 84 0,0540,02 0,92+0,03 0,04+0,02
similar
EA 130 0,0620,02 0,67+0,04* 0,27+0,04*

*Diferencia estadisticamente significativa entre el grupo de EA y los otros dos
grupos. Por el test de Student: P<0,05 ‘
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FIGURA 4

Determinaciéon del genotipo de la apolipoproteina E
mediante analisis de restriccion

2/2 3/3 4/4 2/3 2/4 3/4
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e4 YYY 72 Y 48 y 35
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€3 X, 9 __yy 48 ¢ 35
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€2 Yy 91 v 83
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Se amplific6 la zona polimérfica del gen de la apolipoproteina E tal y
como se describe em Métodos. La banda resultante de 244 pb se digirid con el
enzima de restriccion Hha I y el producto de la digestion se sometié a
electroforesis en geles de poliacrilamida. El patr6n de digestién es distinto
para cada alelo y se presenta en el panel superior. La variabilidad en la
digestion se debe a los sitios de restriccién del enzima (que se indican con
flechas en el esquema) que aparecen cuando el codon de las posiciones 112 o
158 presenta una arginina (arg) en lugar de una cisteina (cys} como ocurre
en las isoformas e4 y e3.
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Si se separan los casos de EA en aparicién precoz y tardia de
caracter familiar o esporddico se observa un marcado cambio en la
distribucidén (Tabla VH). La frecuencia alélica de 4 en los casos de

EA de aparicién precoz es similar a la de la poblacién control, siendo

estos datos coherentes con los estudios llevados a cabo por otros
grupos que indican que la mayor frecuencia del alelo apoE g4 estd
ligada a los casos de EA de aparicion tardia. En estos casos se
observa una mayor frecuencia del alelo apoE e4 en los casos con
antecedentes familiares que en los esporddicos (Tabla VII).

TABLA VIL

Frecuencia alélica para apoE en pacientes de EA

Tipo de EA Num. de Frecuencia alélica
alelos
E2 £3 ed
EAAP 36 0,03+0,001 0,89+0,003 0,08+0,002
EAAT 94 0,06+0,001 0,60+0,002* 0,34+0,002*
familjar 22 0,09+0,004 0,41£0,011* 0,50+£0,011*
esporadica 66 0,06%0,001 0,6320,004* 0,32+0,003*

*Diferencia estadisticamente significativa entre el grupo de EA y los otros dos
grupos. Por el test de Student: P<0,05 EAAT: EA de aparicién tardia. EAAP: EA de
aparicidén precoz

La Tabla VIII describe las medias de edad de aparicidn para
cada genotipo en la poblacion de EA. Si se representan estos valores
juntos a partir de los 65 afios (Figura 5) se observa como dentro de
la EA tardia hay una tendencia a una aparicién mdis temprana con
una mayor -carga de £4.

En cuanto a la distribucién de los alelos en pacientes con la

enfermedad de Parkinson, la Tabla X muestra que no hay diferencia
alguna con la poblacién control (Tabla IX).
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TABLA VII

Genotipo apoE de los pacientes de EA

Genotipo EA tardia EA precoz
Edad (n)

4/4 70+1,8 (5) 62 (2)
4/3 73+1,1 (21) -
4/2 75 (2) -
3/3 75,6 (16) 58+1.2 (15)
2/3 66 (2) 55 (1)
272 76 (1) -

Los valores son las medias + error estdndar. Los valores en paréntesis
representan €l nimero de individuos. :

FIGURA 5

Distribuciéon por edades de los distintos alelos para la
apolipoproteina E en enfermos de EA

E3 ApoE Alelos 243
B ApcE Alclo4

Nimero de casos

Las barras representa ¢l ndmero de casos con la isoforma 4 de
la apolipoprotefna E, por un lado, o las isoformas 2 y 3. por otro. La
determinacién de los distintos genotipos se¢ llevé a cabo a partir del
ADN genémico de cada enfermo como se describe en Métodos.
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TABLA IX
Frecuencia de alelos apo E en la muestra de enfermos de
Parkinson
n £2 £3 o4
Enfermos 128 0,0910,026 0,8610,031 0,0540,019
>65 afios 66 0,11+0,040 0,86+0,05 0,04+0,025
<65 afios 62 0,05£0,001 0,89+0,002 0,06+0,001

2. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS LINFOBLASTICAS
ESTABLECIDAS

Se transformaron varias lineas linfoblasticas a partir de
muestras de sangre de individuos enfermos y controles como se
describe en Métodos. Las lineas linfoblasticas establecidas que se
utilizaron en los experimentos se describen en las Tablas X y XL

TABLA X

Lineas celulares linfoblasticas de enfermos de EA
seleccionadas para Jos experimentos

Afios Diagnéstico

Linea Edad SEXO de probable Historia clinica ApoE
celular ¢vol. (familiar) adicional :
AZ10 81 M, 1 TARDIA 4/3
AZ13 86 M 2 TARDIA 313
AZ23 82 A 3 TARDIA (SI) 4/3
AZ25 79 M 5 TARDIA 4/3.
AZ26 61 Vv 2 PRECOZ 4/3
AZ27 91 \Y 1 TARDIA 3/3
AZ34 82 M 3 TARDIA (SI) . 4/3
AZ40 74 M 2 TARDIA 4/3
AZ46 74 M 4 TARDIA 4/3
AZ54 79 M 2 TARDIA (SI) hipertension 4/3
AZGT 80 M 5 TARDIA hipertensién 3/3
AZT2 56 PRECOZ Parkinson 473
AZ73 34 M 4 TARDIA _ 373
AZ75 62 \Y 7

PRECOZ 2/3
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TABLA XI
Lineas celulares de controles sanos seleccionados para los
experimentos

Lineas Edad Sexo Diagnastico Historial clinico ApoE
C-10 78 A sano 4/3
C-11 77 Vv sano 3/3
C-12 73 \Y sano : 3/3
C-14 58 M sang 373
C-18 67 M §ano 3/3
C-33 82 \Y $ano enf. pulmonar 2/3
C-34 88 M $ano anemia : 3/3
C-36 79 M sano angor 3/3
C-37 57 M sano broncoespasmos 3/3
C-38 69 v sano enf. pulmonar 3/3
C-39 53 \Y sano 2/3
C-40 89 A% sano cetoacidosis diabética 3/3
C-41 79 M sano fibrilacién auricular 3/3
C-42 82 M sano infarto 3/3
C-43 46 M sano dolor toricico 3/3
C-45 45 v sano : 3/3
C-46 68 v s$ano enf. pulmonar 2{3
C-48 42 M sano 3/3
C-47 80 \Y sano angor post infarto 3/3
C-49 81 M. sano 3/3
C-50 77 M sano 3/3
C-51 86 v sano enf. pulmonar 3/3

2.1 Crecimiento celular

La Figura 6 gpuestra el crecimiento celular de las poblaciones
de linfoblastos control y EA. La velocidad de crecimiento de los
linfoblastos EA fue significativamente mayor que la de los
linfoblastos control. Para intentar determinar si esta diferencia en la
velocidad de crecimiento implica una variaciéon en el nimero de
-células que se encuentran en la fase de sintesis de ADN del ciclo
celular, determinamos la incorporacién de ioduro de propidio
mediante citofluorimetria de flujo, como se describe en métodos.

La Figura 7 representa un experimento tipo de incorporacién
de ioduro de propidio en el ADN de las células y junto al registro se
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detalla en formato de tabla los valores en porcentaje de células para
las dos poblaciones, control y EA, que se encuentran en fase Gg, S 0

G2/M del ciclo celular. Se observa que no hay diferencias entre
enfermos y controles.

FIGURA 6

Velocidad de crecimiento celular de linfoblastos control y

EA
57
p<0.005
4 1 p<0..009 T EA
_— T L
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) gl
- 1
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Dias de cultivo

La grifica representa los valores medios del contaje de células de un grupo de
9 lineas celulares de EA y 6 de controles cultivados en RPMI-1640 como se
describe en métodos. La siembra celular se hizo a una concentracién de 10¢
cel/ml y el contaje se repitié a las 24h, 48h y 36h. Las lineas AD fueron AZ13,
AZ323, AZ27, AZ34, AZ46, AZ54, AZ67, AZ72 y AZT75. El grupo control C-10, C-11,
C-12, C-33, C45 y C-47.

* Diferencia estadisticamente significativa (unpaired t-test de Student),
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FIGURA 7

Anaialisis del ciclo celular de los linfoblastos media‘nte
incorporacion de ioduro de propidio
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Se llevd a cabo la determinacién de los porcentajes celulares en las
fases Go/G,, S y Go/M del ciclo en cultivos de lineas linfoblasticas. Esta -
determinacién se hizo midiendo en FACS Ja incorporacién en nucleo de ioduro
de propidio (IP) tal y como se describe en Métodos. Se establecier6n cultivos
de lincas de enfermos (AZ13, AZ27, AZ46, AZ54, AZ72) y de controles (C-10, C-
12, C-33) y se repitieron las medidas durante 3 dias. La figura muestra un
registro representativo al pasar la muestra de 10° células aproximadamente
marcadas con IP por el fluorimetro de flujo. La determinacién de los
porcentajes cclulares se hizo mediante anélisis informéitico de los datos (ver
Métodos). En la tabla se presentan los valores medios para ¢l grupo control y
EA con sus respectivos errorcs cstandar.
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2.2 Expresion de APP

Para determinar si las lineas linfobldsticas establecidas
expresaban APP, hicimos una extraccion de ARN a partir del cual
preparamos ADNc (ADN complementario), utilizando como cebador
el oligonucledtido complementario a la secuencia del extremo 3' de
la zona codificadora del ex6n 17 de la APP (Figura 8A) |

La figura 8B muestra el resultado de la amplificacién
mediante PCR de un fragmento de 333 pb de ADNc correspondiente
a los exones 16 y 17, del fragmento pA4. Como se observa en la
figura 8B, se obtuvo una banda idnica que confirmaba la expresién
de la proteina en estas células. '

Para distinguir entre las diversas isoformas de APP conocidas
se disefiaron oligonucledtidos que incluyeran la zona del inserto de
KPI y OX-2, de forma que los diferentes tipos de APP produjeran un
fragmento de tamafio distinto (Figura 9A y B). La amplificacién dié
lugar a dos bandas: una de ellas por tamano coincidia con APP770 y
la otra, aunque se aproximaba mds a APP751, podia ser confundida
con APP695. Como el patrén de digestion con el enzima de
restriccion Ava I es distinto para las tres isoformas (Figura 9B), se
determind el patrén de fragmentos obtenidos por digestién con este
enzima. Los resultados obtenidos muestran que los fragmentos
correspondian a las isoformas APP770 y APP751 (Figura 9C).

2.3 Homeostasis de Calcio

2.3.1 Calcio libre intracelular
<

La Tabla XII muestra los valores basales de [Ca2+] libre
citosdélico en linfoblastos control y EA. Tanto en células mantenidas
en condiciones normales de cultivo como mantenidas en ausencia de
suero durante 48 h, los valores basales de [Ca2+) libre citosélico son
mis altos en los linfoblastos EA que en los linfoblastos control. La
diferencia fue mayor y estadisticamente significativa en linfoblastos
mantenidos con medio que contiene suero que en ausencia de éste.
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FIGURA 8 . : \

Expresion de APP en linfoblastes

A
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Se extrajo ARN de linfoblastos de enfermos de EA y de controles tal y
como se describe en Métodos. La preparacién de ADNc se realizd utilizando
como cebador el oligonucledtido 3' (pos 2124) (panel A). La amplificacién de
los exones 16 y 17 de la APP, que corresponden con ¢l fragmento BA4 (en gris
en la figura, panel A), se realizé como se describe en Métodos con una
temperatura de anillamiento de 60°C, los oligonucie6tidos utilizados se
muestran flanqueando el fragmento en la figura., El fragmento resultante de
“la amplificacién presentaba el tamafio esperado (panel B). '

TABLA XII

Concentraciéon intracelular basal de. calcio

CONTROL EA

L 3
[Ca2*]intracelular basal (nM)
Medio con suero 20+2 4114 *
Medio sin suero 3343 37+6

El experimento se realiz6 como se describe en Métodos. Las lineas
linfobldsticas control utilizadas fueron C-10, C-12, C-33, C-34, C-36, C-37, C-38,
C-40, C-41, C-47, C-49, C-50 y C-51. Las lineas de enfermos usadas fueron: AZ13,
AZ25, AZ26, AZ27, AZ34, AZ46, AZS4, AZ6T7 y AZ72. La determinacién de los
niveles basales de [Ca2*Jintracelular ¢ realizé6 con cada linea celular de 2 a §
veces. Los valores mostrados son los valores medios obtenidos con las medias
de cada linea celular + E.S. *Por el méiodo de la T de Student: P=0.02
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FIGURA 9

Expresion de las isoformas APP770 y APP751 en
linfoblastos
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El ADNc se obtuvo a partir de ARN total como se¢ describe en la fig. 8. Se
disefiaron oligonucle6tidos que flanquean la zona de los insertos KPI y OX-2
cuya presencia o ausencia determina las distintas isoformas de la APP. Los
oligonucledtidos, que se muestran en el panel A, se usaron para amplificar el
cDNA de los linfoblastos. Las condiciones del PCR fueron las descritas en el
apartado de Métodos con una temperatura de anillamiento de 60°C. En el
panel B se presentan los fragmentos posibles dependiendo del tipo de APP y
sus dianas para Ava I. El panel C muestra la electroforesis en gel de agarosa
de 1.5% de los fragmentos obtenidos de esta digestion. Linea 1. escalera de
peso molecular variable. Linea 2: Fragmentos amplificados por PCR vy
digeridos con Ava I. Linea 3: Fragmentos amplificados por PCR. Linea 4:
Escalera de peso molecular variable '
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2.3.2 Efecto de algM sobre la concentracion de calcio
intracelular

Puesto que en ausencia de suero no hay crecimiento celular,
intentamos determinar si en estas condiciones, la adicién de agentes
que provocan la activacién celular da lugar a diferencias
significativas en la [Ca2+] libre citosdlica. Para ello determinamos la
respuesta de los linfoblastos a anticuerpos contra IgM (olgM). Los
anticuerpos anti-IgM (algM) son capaces de activar linfocitos B
mediante un mecanismo mediado por un aumento en [Ca2+) libre
citosélico (Cambier y col, 1987). El virus de Epstein-Barr infecta
preferentemente linfocitos B, induciendo su diferenciacién en
linfoblastos que mantienen la capacidad de producir IgM (Aman y
col, 1984; Tosato y col, 1985; Ounanian y col, 1992) y la de
respuesta a la activacién por elgM. La Figura 10 muestra un
experimento representativo de la respuesta del ([Ca2+] libre
citosdlico de los linfoblastos control v EA a olgM, cuando se
mantienen en medio con un contenido en suero de 10%. Se produce
un aumento de aproximadamente el 15-20 % de la [Ca2+] libre
citosdlico basal. Este aumento es transitorio (aproximadamente unos
5 min.) aunque los niveles de calcio intracelular se mantienen en
niveles superiores a los basales durante al menos 10 min de
duraciéon del experimento. El aumento fue similar en linfoblastos EA
y en linfoblastos control.

La respuesta a algM del {Ca2+] libre citosélico parece no estar
mediada por la activaciéon de proteina quinasa C, puesto que, como
muestra la figura 10, no es sensible al inhibidor H-7 (1-(5-
isoquinolinilsuIfonil)‘-Z-metinipcrazina) (Hidaka y col, 1984). La
algM tampoco fue capzili'“de producir Ia traslocacién de la proteina
kinasa C del citosol a la membrana (Figura 11). Puesto que esta
traslocacién es un indice de la activacion del enzima, los resultados
de la figura 11 indican que ‘la respuesta a olgM no parece estar
mediada por la activacion de proteina quinasa C y que no existen
diferencias significativas en la actividad basal de este enzima entre
linfoblastos control o EA. La figura 10 muestra que la respuesta a
algM parece depender de la activacion de proteina quinasas
dependientes de calmodulina, puesto que es sensible a
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FIGURA 10 f

Efecto de la inhibicion de proteina quinasa C y calmodulina
en la respuesta del [CaZ+]; de linfoblastos a algM

aigM algM
51(‘1‘1;—2;5 ﬂ.}w’f’ +25 uM W=7 ,.,..,._L_-
L
__‘J/“" +50 uM H7 .,...—J/h’m

2 min

Ei experimento se realiz6 como se describe en Métodos. La figura
muestra los trazados originales obtenidos con las muestras’ C-33 y AZ34. La

concentracién de olgM utilizada fue 10 pg/ml.

¥
1

FIGURA 11

Activacion de PKC en respuesta a olgM en los linfoblastos

100

75

50—

% de }a actividad basal de PKC

L

El experimento se realizé como se describe en MéEtodos. Las muesira
utilizadas fueron C-37, C-33, C-40 para ¢l gruupo control, y AZ13, AZ23, AZ54,
AZ67 para el grupo EA. Los resuitados son valores medios.
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W-7, un inhibidor de calmodulina (N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-
naftalenosulfonamida) (Hidaka vy col, 1981). ' |

La tabla XIII muestra que, cuando los linfoblastos se

mantuvieron en una situacién de reposo, mediante privacién de

suero fetal bovino en el medio durante 48 horas, la respuesta a
algM en los controles es significativamente menor que la de los
linfoblastos EA. Sin embargo, la respuesta a olgM cuando los
linfoblastos estdn activados por la presencia de las proteinas del
suero no es diferente entre las distintas lineas celulares (tabla XIII).

TABLA XIII

Efecto de BA25-35 y olgM sobre [Ca2+]j de los linfoblastos

CONTROL EA

A[Cal+); (aM)
Medio con suero: L
BA25-35 3,28+0,4 4,07+0,9°

algM 4,02+0,4 4,06+0,7 .
algM después de PA25-35 3,3320.4 3,841

Medio sin suero: ‘

BA25-35 2,1£0,4 4,5+0,6* .

algM 3,240,4 4,7+0,6**

3,310,2 3,95+0,6

algM después de BA25-35

El experimento se realizé6 como se describe en MéEtodos. Las lineas
linfoblasticas utilizadas fueron C-10, C-12, C-33, C-34, C-36, C-37, C-38, C-40, C-
41, C-47, C-49, C-50 y C-51, para el grupo control y AZ13, AZ25, AZ26, AZ27,
AZ34, AZ46, AZ54, AZ6T y AZ72 para el grupo EA.. Las concentraciones de «lgM
y BA25-35 son las mismas que en la fig. 12.. La determinacién de la respuesta
de [Ca®*Yiptracelular se realizé con cada linea celular de 2 a 5 veces. Los valores
mostrados corresponden al incremento méiximo en la [Ca2*]jy son los valores
medios obtenidos con Yos valores de todas la determinaciones realizadas con
cada linea celular t error estdndar. Por ¢l método de la t de Student: *P=0,008;
**p=0,03

2.34 Efecto de B-amiloide sobre [Ca?*] libre citosdlico .

_ Los resultados descritos anteriormente indican que la
respuesta del Ca2+ libre citosflico a la presencia de activadores
celulares es distinta en linfoblastos EA que en controles,
Intentamos discriminar si este efecto diferencial era dependiente de
la activacién celular o st las diferencias se podian observar también
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cuando el Ca2+ libre citosélico aumenta por otros procedimientos. El
péptido B-amiloide produce un aumento en [Ca2+] libre citosélico en
cultivos de células neuronales (Mattsony col, 1992; Joseph y Han,
1992), cerebro de ratén (Hartman y col, 1993) vy linfocitos h‘iumanos
(Eckert y col, 1993). Cuando se incorpora a una bicapa lipidica, es
capaz de formar canales transportadores de cationes con capacidad
para transportar CaZ+ (Arispe y col, 1993; Arispe y col, 1993). EIl
fragmento 25-35 del péptido PB-amiloide representa la secuencia
neurotéxica (Yankner y col, 1990) y se ha descrito que altera la
respuesta del Ca?+ libre citosélico a activadores celulares (Eckert y
col, 1993). Administrando 2 pM BA25-35 a los linfoblastos pudimos
registrar, de acuerdo con estas observaciones previas,. un
incremento en la [Ca2+] libre citosélico (Figura 12).

FIGURA 12

Efecto de PpA4 (25-35) sobre la [CaZ+lintracelular de los
linfoblastos y sobre la respuesta a algM.

CONTROL EA
algM olgM
A[C_Ia_2+ . pA4 ‘ BA‘J fr
(10 nl\}’!s * * |
14 . ;
2 min ;

——

La figura representa un registro representativo de una linea control
y otra de enfermo de EA. Se observa el aumento de [CaZ*]intracelular
respuesta a 10 pg/ml de algM con adicién previa de 2 ;}M pA4 (25-35). I.Jos
linfoblastos fucron cultivados en medio RPMI-1640 sin suero fetal bovino
durante 48 h previamente a la carga con FURA-2AM..

La figura 13 muestra el efecto de cantidades crecientes del
péptido BA25-35 sobre los niveles de Ca2+ libre citosélico. Se

71



Resultados

produce un aumento de [Ca2+] libre citosélico que es mayor en los
linfoblastos de EA. La tabla XIII muestra que esta diferencia es
estadisticamente significativa cuando la respuesta se mide tras
cultivar los linfoblastos en ausencia de suero durante 48 h.

FIGURA 13

Efecto de concentraciones crecientes de BA4(25-35) sobre
la [Ca2+]i de linfoblastos control y EA

A [Ca?)i (nM)

0= T T T T 1
Q0 25 5 7.5 10 §2.%

A4 (fragmento 25-35) (M)

Las medidas se llevaron a cabo como se describe en Métodos. Las lineas
celulares utilizadas en el grupo coatrol fueron: C-10, C-12, C-33 y C-36. Las
lineas del grupo EA fueron AZ13, AZ27, AZA46, AZ67 y AZ72. Los linfoblastos
fueron mantenidos en cultive sin suero fetal bovino 48h antes de efectuar las
medidas. Las lineas verticales representan el error standard de la media.

* p<0.009 (unpaired t-test de Student),

El BA25-35 no parece alterar la respuesta a olgM ni en los
linfoblastos control ni en los EA. Tampoco es alterada por la
presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo de las células

(Tabla XIII y figura 12).
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2.3.5 Cinética de la restauracion de los niveles de [Ca2+] libre
citosolico en lmfoblastos deplecionados de Ca?+.

Los resultados descritos hasta ahora muestran gue los linfoblastos
EA pueden alcanzar unos niveles mdis altos de CaZ+ libre citosélico
en respuesta a factores de activacion del suero fetal, a «IgM y a
BA25-35 que los linfoblastos control. Una posible cxplicacidn para
esta observacion es que ambos tipos de linfoblastos difieran ‘en las
propiedades cinéticas de la ATPasa dependiente de Ca2+ de la
membrana plasmaéitica o en la velocidad de expresién o en las
constantes de disociacién de las estructuras intracelulares que ligan
Ca2+. La Km para Ca?+ de las distintas isoformas de la ATPasa
dependiente de Ca2+ de la membrana plasmitica esta dentro del
rango puM (Carafoli, 1992), esto es, dos ordenes de magnitud por
encima de los niveles basales de Ca2+ libre citosélico (tabla XII). Por
tanto, aunque diferencias en la actividad de este enzima puedan
resultar en cambios en la velocidad de salida de CaZ2+, 'parcce
improbable que puedan ser responsables de los diferentes niveles
de Ca2+ libre citosélico que se observan. Para aclarar este punto
determinamos los niveles de CaZ+ libre citosélico que se alcanzan
cuando la velocidad de salida de Ca2+ es despreciable en
comparacién con su entrada. " Para ello estudiamos la cinética de
restauraciéon de los niveles de Ca2+ libre citos6lico en linfoblastos
privados de Ca2*. La figura 14, paneles A y C, muestra los niveles
de CaZ* libre citosélico en linfoblastos control o EA en funcién de la
[Ca2+] extracelular. Los linfoblastos privados de Ca2+* tienen los
mismos niveles basales de Ca2+ libre citosélico. que los que se
mantienen en condiciones normales de [Ca2+] extracelular (Tabla
XII). Aunque los linfoblastos EA mostraron niveles algo mads altos
de Ca2+ libre citos6lico que los controles las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, ni en los niveles basales de [Ca2+]
intracelular ni después de la restauracién de los niveles normales
de CaZ+ extracelular, Sin embargo, cuando la salida de Ca2+ se
inhibié mediante la adicién de benzamil, un inhibidor de canales de
Ca2+ (Garcia y col, 1990), (figura 14, paneles B y D) se alcanzaron
niveles més altos de [Ca2+] libre citosélico en los linfoblastos EA que
en los controles, especialmente cuando las células se habian
mantenido en un medio libre de suero durante
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FIGURA 14

Efecto de concentraciones crecientes de CaZ+ extracelular
sobre Ia [Ca2+]intracelular en los linfoblastos depr:vados
de Ca2+ extracelular
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Los linfoblastos se lavaron 3 veces con tampén sin Ca?* y se cargaron
con FURA-2AM como se describe en el apartado de métodos. Los experimentos
se¢ rcalizaron tras cultivar las células durante 48 horas en presencia (paneles
A y B) o ausencia (paneles C y D) de suero fetal bovino. - Las grificas B y D
fueron registradas en presencia de 1 uM benzamil, un bloqueante de canales
de calcio. Se hicieron adiciones de Ca’* al medio y se registraron los
correspondientes aumentos en la [Ca2*]intracelular. Lasa curvas representan
los valores medios de la poblacién control (lineas C-10, C-11, C-12, C-18, C-33,
C-36 y C-42) y la de los enfermos de EA (AZ13, AZ23, AZ27, AZAQ, AZ46, AZ54,
AZ67, AZ72 y AZ75). Las lincas verticales representan los errores estandar.

* p=0.032 (método t de Student para valores no emparejados)
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las 48h previas al experimento (figura 14, panel D).  Estos
resultados permiten descartar que posibles diferencias en las
propiedades cinéticas de la ATPasa dependiente de pudierén dar
cuenta del aumento en [Ca2+] libre citosdlica th se observa en
linfoblastos EA.

La figura 14 muestra que la cinética de restauraciéon de los
niveles de Ca2* libre citos6lico es una cinética de saturacién de tipo
exponencial. La curva de saturacién se puede linearizar cuando se
representa  1/[Ca2+] libre citosélico en funcién de 1/[CaZ+]
extracelular. La figura 15 muestra este tipo de representacién
utilizando los valores medios representados en la figura 14
Basindonos en esta representaciéon grafica calculamos la
concentracién de Ca2+ extracellular necesarios para alcanzar una
concentracién de [Ca2+] libre citosélico mitad de la méxima ([Ca2+]¢ s
extracelular), asi como la concentracién mdixima de Ca2+ libre

citosélico, con los resultados obtenidos con cada linea celular. El
primer pardmetro corresponde al punto de interseccién de la recta
con el eje X, esto es cuando la [Ca2+] libre citosélico es infinita y por
tanto 1/[Ca2+] libre citosélico es cero. El segundo parimetro es el
valor de 1/[Ca2+] libre citosélico cuando el valor de 1/[Ca2+]
extracelular es cero, esto es cuando [Ca2+] extracelular es infinita. La
tabla XIV muestra los valores medios obtenidos. La [Ca2+]g 5
extracelular es menor en los linfoblastos EA que en los controles de
edad similar, tanto en presencia como en ausencia de benzamil, La
tabla XV muestra el valor del [Ca2+] libre citosélico mdxima. Este
parametro es mayor en presencia de benzamil que en su ausencia.
En estas condiciones los linfoblastos EA muestran un aumento en el
valor de [Ca2+]nax libre citosélico respecto a los linfoblastos
controles, que fue especialmente significativo cuando los
linfoblastos se mantuvieron en reposo, esto es en ausencia de .suero,
durante las 48 previas a la realizacion del experimento.

2.3.6 Efecto del envejecimiento en la cine’tic@ de

|

reemplazamiento de Ca2+ ¢

La figura 16 muestra los niveles de Ca2+ libre citosdlico en
individuos sanos de edades comprendidas entre 42 y 57 afos (edad
media) y entre 68 y 89 afios (edad avanzada) que se
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FIGURA 15

Representacion de dobles reciprocos de las curvas de
entrada de Ca2+ en los linfoblastos en respuesta al
aumento de la [Ca2+]extracelular

3001 3001

200 200 4

1/{Ca 2+ Jintracelular (1/mM)
O

4050 5405

1/[Ca 2+ Jexiracelular (1/mM)

En la figura se representan los valores inversos de la [Ca“]intrécelular
frente a la inversa de la [CaZ*]extracelular de las curvas de la fig 14

TABLA XIV

Valores para la carga de [Ca2+],s necesaria para saturacién

EA Edad avanzada Edad media
Medio con suero:
normal 0.176x0.029 0.240x0.05 _ 0.436+0.15
+benzamil 0.287+0.057 0.360+0.01 0.504+0.25
Medio sin suero:
normal 0.264+0.056 0.334+0.056 0.467+0.06
+benzamil 0.307+0.047 0.427+0.112 0.468+0.1

El experimento es el mismo descrito en la figura 14, El célculo de [Ca2t]gs se
realizé como se describe en el texto. Los valores son medias de 7 controles y 9
EA t+ error estandar..
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TABLA XV

Valores de [Ca?*+] intracelular maxima

EA Edad avanzada - Edad media
Medic con suero:
normal 36.6+2.3 33+2.6 29+1.8'
+benzamil 48+4.7 43.614 3244
Medio sin suero: )
normal 37.3x4.5 33.6£3.4 _ 34+7.6
+benzamil 66.2+10* 4112 37+3.7

El experimento es el mismo descrito en la figura 15. El cédlculo de
[Ca?*}intracelular {(nM) mixima se realizé como se describe en el texto. Las
concentracién de benzamil fue 1 uM. Los valores son medias de 7 controles y 9
EA + E.S.. *Por el método de la t de Student: P=0.056

FIGURA 16

Efecto de la edad sobre la cinética de restauracion de la
[Ca2+lintracelular en linfoblastos deprivados de CaZ+

extracelular
504 —{1}— EDADMEDIA
g —{— EDAD AVANZADA
E 40
K]
=
: 1 A
K
& w4 Kt
&) A B
10- T T T T T =T T T T =
0 0.5 1 1.5 2 0 0.5 1 1.5 2

[CaZ+} extracelular (mM)

El experimento se realiz6 como se describe en la figura 15 con una
poblacién de controles de mediana edad (panel A) .El panel B representa la
entrada de calcio en presencia de 1pM benzamil. Las lineas utilizadas fueron
lineas C-10, C-11, C-12, C-18, C-33, C-36 y C-42 en el grupo de cdad avanzada ( 77
aiios de media) y C-37, C-39, C-43, C-45, C-48 en el grupo de mediana edad (48
afios de media)
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alcanzan después de reemplazar con distintas concentraciones de
Ca2+ extracelular los niveles de Ca2+ intracelular. Los linfoblastos de
controles de edad avanzada alcanzan niveles de Ca2+ libre citosélico
mayores que los de edad media. Cuando estos datos fueron
sometidos a un tratamiento similar al que hemos descrito para la
figura 14 (tablas XIV y XV) vemos que, aunque'el envejecimiento
disminuye el valor de [Ca2+}y s extracelular, no afecta la [Ca2+]yax
libre citosdlico a diferencia de lo que ocurre en linfoblastos EA, lo
que indica que los mecanismos implicados en la elevacién de [Ca2+]
libre citosélico son distintos en ambos procesos.

2.4 Regulacion del pH intracelular en linfoblastos

La determinacién del pH intracelular (pHi) -basal no mostré
diferencia alguna entre linfoblastos control y EA (7,1+0,05 vy
7,1+0,03, respectivamente). Este resultado fue inesperado puesto
que la existencia de una relacién entre pHi y [Ca2+] libre citosélico
ha sido descrita en una gran variedad de sistemas. La tabla X
muestra que el [Ca2+] libre citosélico basal es mayor en linfoblastos
EA que en los controles, 1o cual sugiere una alteracién simultinea en
la (H*]. La figura 17 muestra que en los linfoblastos tambien existe
esa correlacion, puesto que la inhibicién del intercambiador Na+t/H+
por ‘la adicién de 5-(N-etil-N-isopropil) amilorida (EIPA) (Lesburg y
col, 1990) da lugar a un aumento estadisticamente significativo de
(Ca2+] libre citosélico en respuesta a la adicién de «lgM. Esta
observacién indica que al igual que ocurre en otros sistemas
biolégicos (Van Obberghen-Schilling y col, 1985; Moolenar, 1986;
Urcelay y col, 1994) en los linfoblastos los estimulos extracelulares
pueden actuar controlando simultaneamente pHi y [Ca2+] Ilibre
citosolico. De acuerdo con esta posibilidad, la figura 18 muestra que
la adicién de «lgM produce un aumento en el pH intracelular de
0,01 unidades. Esta misma figura muestra que en los linfoblastos
EA, la adicion de aIgM da lugar a una acidificacién del  medio
intracelular en lugar de la alcalinizacién observada en los
linfoblastos control. Estos resultados sugieren la posibilidad de que
los linfoblastos EA tengan una alteracién en el intercambiador
Nat/H+t que afecte a su regulacion. La activacién del intercambiador
Na+/H* en respuesta a distintos estimulos estd -mediada por la
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FIGURA 17

Efecto de EIPA sobre la respuesta a oalgM
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La figura representa el aumento en el A[Ca2+]intracelular en respuesta
a 10 pg/mi de a«IgM en presencia y ausencia de 10 pM EIPA, un inhibidor del
intercambiador Na*/H+*. Los valores son medias de los resultados obtenidos
con dos lineas celulares control, C-34 y C-36,y dos EA, AZ27 y AZ34. Las barras
verticales representan el error estandar. *por el método de la t de Student

FIGURA 18

Respuesta a olIgM del pH; de linfoblastos control y EA

algM algM

T
t pHI

{0.02 _Enidades)

5 min

Los registros representan el valor medio del cambio en el registro de pH
intracelular de 7 lineas linfoblisticas control y 7 EA en respuesta a 20 pg/ml
de algM. El valor ApH para los controles es 0.01+0.007 unidades mientras que
para EA es de -0.021%0.009, estadisticamente distintas (p= 0.017 por el método
de la t de Student para muesiras no apareadas). Las lineas celulares usadas
pata esta serie fueron AZI13, AZ27, AZ46, AZS54, AZ67, AZ72 y AZT5 para el
grupo EA y C-12, C-33, C-37, C-40, C-46 y C-47 para el grupo control.
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activacion de proteina quinasa C (Moolenar, 1986; Grinstein y col,
1989; Urcelay y col, 1993). Sin embargo, el hecho de que algM no
induzca la translocacién de proteina quinasa C del citosol a la
membrana (Figura 12) indica que éste no es el mecanismo mediador
de la respuesta del pHi a olgM mostrado en la figura 18. El
intercambiador Na+/H* es una proteina fijadora de calmodulina y la
activacion mediada por factores de crecimiento y choque osmético
£s dependiente- de calmodulina (Bertrand y col, 1994). Pucsfo que
la calmodulina también parece jugar un papel importante en la
respuesta a algM de los linfoblastos (figura 11), consideramos de
interés determinar si diferencias en la actividad del intercambiador
Nat+/H+ podian dar cuenta de las diferentes respuestas de los
linfoblastos control v EA a olgM. Para ello determinamos la
velocidad de recuperacién de la células frente a una carga de A4cido.
Utilizamos el abordaje experimental descrito por Gébel y col. (1994)
que consiste en la adicién de acido propidnico a células cargadas con
la sonda fluorescente BCECF (Biscarboxietilcarboxi—fluoresceina) y el
registro continuo de la fluorescencia emitida a 530 nm cuando se
excitan las células de forma alternativa a 495 y 440 nm. La figura
19 (panel A) muestra un experimento tipico de respuesta a una
carga de acido propidnico. La eliminacién de H* del medio
intracelular es sensible a EIPA lo que confirma su dependencia del
intercambiador Nat/H*. Un segundo procedimiento utilizado fue el
de Grinstein y col. (1989). Este procedimiento se basa en el uso de
nigericina, un iondforo carboxilico que cataliza el intercambio
electroneutro de K+ por H*. La adicidn de nigericina a células en un
medio sin Na* ni K+, dard lugar a que el K+ citosélico se intercambie
por H* cxtracelulal;. El medio intracelular se acidificard mientras
esté la nigericina presente. La eliminacidn de nigericina, mediante
la adicién de albimina, acabard la acidificacién intracelular y tras la
adicion de Nat se pondra en marcha el intercambiador N'_;1+/H+
dando lugar a una alcalinizacién del medio intracelular, cuya
velocidad serd proporcional a la actividad del intercambiador. La
Figura 20 (panel A) muestra un experimento tipico con Ila
recuperacién del pH intracelular y su sensibilidad a EIPA. !

La figura 19 (panel B) muestra la velocidad de recuperacién
de la carga 4dcida en linfoblastos control y EA utilizando el primero
de estos métodos y la figura 20 (panel B) la velocidad de
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FIGURA 19

Activacion del intercambiador Na+/H+ medlante
acidificaciéon con propmmco
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Los linfoblastos fueron cargados con BCECF como se describe en
Métodos. Panel A: Cuando se indica, se afiadié 50 mM d4cido proplémco El
panel de la izquierda muestra el cambio de pH intracelular en respuesta a
dcido propi6nico y el panel de la derecha en presencia de 10 uM EIPA,
inhibidor del intercambiador Na*/H*. Panel B: Se determiné la velocidad de
recuyperacién del pH intracelular en los 30 seg. que siguen a la adicién de
dcido propidnico. Los resultados son medias de los valores obtenidos con las
lineas C-10, C-11, C-12, C-33, C-34, C-37, C-40, C-42, C-46, C-47 para el grupo
controly AZ13, AZ23, AZ26, AZ27, AZ46, AZ54, AZ72, AZ73.y AZT5 para el .grupo
EA. Las lineas verticales representan los etrores estandar.
*p=0.05 (test de la t de Student para valores no emparg¢jados)
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FIGURA 20

Activacién del intercambiador Na*/H+ mediante?
acidificacién con nigericina en medio libre de Nat
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Panel A: Linfoblastos cargados con BCECF como se describe en Métodos sc
acidificaron mediante incubacién en tamp6én de¢ carga sin Na* (con colina
como substituto) en presencia de 5 pM nigericina. La acidificacién se
interrumpié eliminando Ja nigericina con 5 mg/ml de albimina bovina.
Cuando se indica se afiadié 50 mM NaCl y 10 pM EIPA. Panel B: Se determiné la
velocidad de recuperacion del pH intracelular en los 30 seg. que siguen a la
adiciéon de CINa. Las lineas celulares control utilizadas fueron C-10, C-1i, C-12,
C-33, C-34, C-37, C-40, C-42, C-46, C-47 y AZ13, AZ23, AZ26, AZ27, AZ46, AZ54,
AZ67, AZ72 y AZ75 para el grupo EA Las lineas verticales representan los
errores estandar. *p=0,003 (método t de Student para valores no emparejados).
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recuperacién utilizando el segundo método. Con ambos
procedimientos se pudo observar una mayor velocidad de
alcalinizacién en los linfoblastos EA. La diferencia con la velocidad
de alcalinizacién de los controles fue estadisticamente significativa,
tanto cuando se utilizé el procedimiento de la nigericina como con el
procedimiento del &4cido propidnico. Estos resultados sugieren que
los linfoblastos EA tienen una mayor actividad del intercambiador
Na+/H+. Sin embargo, cuando determinamos la velocidad rteal de
salida de H* como consecuencia de la carga con icido propiénico, los
resultados obtenidos no apoyan esa conclusién. La Tabla XVI
muestra que la capacidad de tamponar cambios en la concentracién
de H* de los dos tipos celulares es distinta.

TABLA XVL

Capacidad de tamponamiento de los linfoblastos ante un
choque de acido propidnico |

CONTROL EA
Capacidad de tamponamiento (ApH/mM H*) 118+11 88+8*
Velocidad inicial de salida de HY* (mM/min) 1241 9+0,6
Velocidad méxima de salida de H* (mM/min) 71£6 6616

El experimento se realiz6 como se describe en Métodos. Las linas linfoblisticas
control utilizadas para la determinacién de la capacidad de tamponamiento
fueron C-10, C-11, C-12, C-33, C-34, C-37, C-40, C-42, C-46, C-47 y AZ13, AZ23,
AZ26, AZ27, AZ46, AZ54, AZ72, AZ73 y AZT5 para el grupo EA. Con cada linea
celular se realizaron de 2 a 7 determinaciones y se calculé un valor medio. Los
valores mostrados son las medias de los valores medios obtenidos con cada
linea celular * error estindar. La determinacion de las velocidades inicial y
mixima de salida de H* fue realizada con los datos de ApH mostrados en la
figura 19 y cormregidos por la capacidad de tamponamiento media. *Por el
método de la t de Student: P=0,05 ‘

La capacidad tampon (8) es la cantidad de H* necesarios para
producir un cambio en una unidad de pH intracelular. Se calcula de
acuerdo con la férmula: B=A{Prop-li/pHi, donde ApH; se:mide
inmediatamente después de la acidificacién y [Prop-]i se calcula con
la formula (Gobel et al, 1994):

(Prop-]i = [Prop] (10pHi-pK/]1+]10pHo-pK)
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donde [Prop-]lj=concentracidén intracelular de propionato;
[Prop]=propionato sédico afadido; pHj=pH intracelular después de la
acidificacién; pK=constante de disociacién del A4cido propidnico
(4,87); pHy=pH extracelular (7.4).

Cuando se calcula la velocidad inicial de salida de H* de cada
linea celular utilizando los valores individuales de capacidad
tamp6n calculados, no hay diferencias significativas (Tabla XVI).
Tampoco se pueden observar diferencias en la velocidad mdxima de
la actividad del intercambiador Na*/H*+ calculado extrapolando los
resultados obtenidos a un pH intracelular de 6. ‘

2.5 Andlisis estructural del gen de la calmodulina

Los resultados descritos anteriormente muestran que los
linfoblastos EA tienen disminuida la capacidad de tamponar los
cambios agudos en [Ca2+] libre citosélico y de [H*]. Una posible
interpretacion de esta observacion podria ser la existencia de
alteraciones estructurales en alguna de las protéfnas fijadoras de
Ca2+ y de H*. La calmodulina cumple esta funcién dentro de la
célula (Weinstein y Mehler, 1994) y es una proteina codificada por
tres genes, localizados en los cromosomas 2 (2p21.1-p21.3), 14
(14924-31) y 19 (19q13.2-13.3) (Berchtold y col, 1993). La EA de
aparicion tardia muestra ligamiento con el cromosoma 19, eh la
region entre 19q13.1 y 19q13.3 (Pericak-Vance y col,1993),
mientras que la de aparicién precoz muestra ligamiento con el
cromosoma 14 regionl4q24.3 (Schellenberg y col, 1992; St George-
Hyslop y col, 1992; Van Broeckhoven y col, 1992). Ademais, sé ha
descrito que la expresién de calmodulina estd aumentada en
linfoblastos en comparacién con linfocitos (Colomer y col, 1994), lo
que sugeriria que las consecuencias de una alteracién estructural
del gen que codifica alguna de las formas de calmodulina serian mas
facilmente detectables en nuestro modelo experimental.
Consideramos justificado abordar el andlisis estructural del gen y
para ello estudiamos el gen de la calmodulina 3, que es el que estd
localizado en el cromosoma 19, puesto que la mayor parte de los
casos de EA que teniamos eran de aparicién tardia y mostraban un
ligamiento con el alelo e4 de la ApoE. Esta otra proteina estd
localizada en la misma zona del cromosoma 19 que la calmoduiina.
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El abordaje experimental que utilizamos se basé en hacer un rastreo
por el procedimiento de deteccién de polimorfismos
conformacionales de ADN monocatenario (SSCP). Para cello,
diseiiamos una serie de oligonucledtidos correspondientes a
secuencias intrénicas proximas a los exones III, IV y V del gen de la
calmodulina 3 (CALM3) que nos permitiecran amplificar por PCR
fragmentos de ADN de unas 200 pb, que pudieran ser analizados
por SSCP. La figura 21 muestra la estructura primaria de la
calmodulina. Como se puede ver estos tres exones codifican la
secuencia de aminoidcidos correspondiente a los cuatro sitios de
fijacion de Ca2+,

Las figuras 22, 23 y 24 muestran los resultados del andlisis por
SSCP correspondientes a los exones III, IV y V de una serie de
muestras de EA. La existencia de polimorfismos es evidente y para
intentar determinar la alteracidn estructural precisa a la que se
debian procedimos a clonar y secuenciar estos fragmentos de ADN.
Los productos de amplificacion de exones fueron clonados en
vectores-T siguiendo los principios generales descritos previamente
(Marchuk y col, 1991). La figuras 24 y 25 muestran como las
alteraciones estructurales detectadas corresponden a las zonas
intrénicas, sin que pudieramos detectar alteracién alguna en las
zonas codificadoras que pudiera dar lugar a una proteina alterada.
Puesto que alguna de las alteraciones estructurales estaban
préoximas a la zona limite exdn-intrén, consideramos la posibilidad
de que pudieran dar lugar a un procesamiento alternativo del ARN,
con la aparicién de sitios de escisidén cripticos (Krawczak y col,
1992). Para abordar esta cuestidn, preparamos ARN mensajero de
las siguientes lineas linfobldsticas AZ13, AZ23, AZ26, AZ27, AZ75, C-
36 y C-40. Utilizando un oligonucleétido antisentido,
correspondiente al extremo 3' no codificador del ARN mensajero,
preparamos ADN complementario como se describe en Métodos, y
amplificamos por PCR toda la zona codificadora de la calmodulina.
Los oligonucleétidos utilizados fueron:

C3 sense (pos. 68)
5-CTTGATCCCCGTGCTCCGGA-3°

C3 complementario (pos 586)
5-TGTTGAAGAGAGAGTGCGCGC-3”
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Resulrados

Pudimos comprobar que existia un dnico producto de PCR. El
fragmento amplificado fue purificado y clonado en un vector-T. Su
secuenciacién completa no mostré ninguna alteracién estructural.

FIGURA 21

Estructura de la proteina calmodulina y del gen CALMS3
que la codifica

CALM3

Panel A: Estructura primaria y secundaria de la calmodulina. Las
flechas indican los sitios donde ecmpiezan las zonas codificadas por los
distintos exones. Panel B: Estructura de! gen de la CALM3. Las zonas
sombreadas indican los distintos exones.
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FIGURA 23

SSCP del exén 4 del gen de la calmodulina (CALMS3)

pos. 1324 A—>G
5-AGCATTCTCCATCCTTTCCCC-3' ¢

A . )
5'-ACCCGGACCTCCTGGAAGTGG-3'
pos. 1541
AZ4
[
B

Se disefiaron oligonucleétidos para amplificar el exén 4 de CALM3
(panel A) y con el fragmento resultante de 237 pb se hizo electroforesis en
cadena simple {panel B) donde se observé que aigunos de los enfermos (AZ18
en la figura) presentaban una banda extra. En la posterior secuenciacién de
los fragmentos de DNA se pudo comprobar que estos enfermos presentaban
una substitucién A-->G en el intrén,sefialade en el esquema del panel A.

FIGURA 24

SSCP del exon 5 de la CALM3

pos. 1657
5-TCACTGCCTCTCTCCCCACCG-3'
]

A ——
5-GCGATTCTCTTCTTGTICCAG-3'
pos. 1878
— s e e mme o
B o sy o o e e gy

El ex6én 5 se amplific6 por PCR con los oligonucle6tidos descritos en el
en panel A, dando lugar a un fragmento de 243 pb. El panel B muestra los
patrones de SSCP de una serie de muestras de enfermos sin alteracién alguna.



Resultados

FIGURA 22

SSCP del exén 3 del gen de la calmodulina (CALM3)

pos. 1027 C-->T
5-TGTGGACCTTGTGACCTCTGA-3"
| ¢
A [
5-GACACGGGCTCATCCATCACC-3'
pos 1285
AZ43 C  AZ49 AZI  AZI0
’ Lad t 1_”!“;;'—:;
' H o B e B v
B !

AZ3

Se disefiaron oligonucleftidos que flanquean el exén 3 del gen CALM3
de la calmodulina (panel A) y se amplific6 un fragmento de 279 pb con el que
s¢ llevé a cabo electroforesis de SSCP como se describe en el apartado de
métodos. La resolucién de las bandas sugeria alguna diferencia entre las
distintas muestras de enfermos (panel B) pero ¢l fragmento era demasiado
grande por lo que se¢ digiri6é con Bcl I en dos fragmentos de 145 pb y 134 pb
que si presentaron patrones claramente distintos {(panel C) cuande se
sometiron a electroforesis en cadena simple. La secuenciaci6én de las
muestras demostré la presencia de un cambio C-->T en el intrén, homocigoto
en el enfermo AZ3 y heterocigoto en AZ10, AZ43 y AZA9 (panel A).
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Discusion

1. ALTERACIONES ESTRUCTURALES EN LOS GENES
IMPLICADOS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La importancia de la herencia en la aparicién de la EA bha
sido un tema de discusién durante los dltimos diez afios. Los
estudios epidemioldgicos demostraron que las familias con
enfermos de EA tiene mds casos de EA entre los parientes
cercanos que las familias control (Van Dujin 'y col,1991). El
seguimiento de la enfermedad en hermanos gemelos sugirié que la
herencia de los genes defectuosos era importante en la
patogénesis de la EA (Nee y col, 1987; Rapoport y col, 1991). Sin
embargo, los estudios realizados sobre la base de grandes
poblaciones no parecen mostrar de forma univoca la forma de
herencia que puede estar implicada. Algunos autores han sugerido
que Ia EA es autosémica dominante (Mohs y col, 1987), sin
embargo, esta hipdtesis es dificil de demostrar. La EA aparece
tardiamente y los parientes de los enfermos fallecen a menudo de
otras causas antes de alcanzar la edad de riesgo. La evidencia mas
convincente de que hay genes defectuosos implicados en la EA se
obtuvo mediante los estudios realizados con familias con casos de
EA de aparicién precoz, en las que la enfermedad se transmite de
una forma autosémica dominante (Bird y col, 1987; Bird y col,
1989; Van Broeckhoven y col, 1987; St. George-Hyslop y col, 1987;
Heston y col, 1991). En algunas de las familias estudiadas la edad
de aparicién esta entre los 30 y 40 afios, siendo el riesgo de
padecer la enfermedad de un 50 % (Van Broeckhoven y col, 1987).

1.1 Alteraciones éstructurales en el gen de la APP

En los idltimos afios se¢ ha avanzado considerablemente en la
identificacion de mutaciones responsables de estos casos de EA
familiar de aparicién precoz, con la identificacién de mutaciones
en el gen de la proteina precursora del péptido p-amiloide (Goate y
col, 1991; Naruse y col. 1991; Yoshioka y col. 1991; Hendriks y col,
1992; Murrell y col. 1991; Chartier-Harlin y col. 1991).

Estas mutaciones aparecen en tres zonas determinadas del
gen, todas ellas en zonas correspondientes al péptido B-amiloide: Ia
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zona amino terminal, la regién central y el extremo carboxilo.
Nosotros abordamos el estudio de posibles alteraciones
estructurales en el gen de la APP haciendo un rastreo de los
exones 16 y 17 de la APP, que codifican la regién de la proteina
que corresponde al péptido p-amiloide (Kang y col, 1987). La
técnica utilizada para hacer este rastreo se considera que tiene
una fiabilidad muy alta (Myers y col, 1985). Por tanto, parece
improbable que hayamos pasado por alto la existencia de alguna
mutacion. El hecho de que no encontraramos ninguna alteracién
estructural en los 50 casos de EA de aparicion tardia, aunque
algunos de ellos (12) parecen tener un componente familiar (Tabla
V) confirma la hipdtesis de que estas alteraciones estructurales
dan lugar a una forma de EA de aparicién precoz.

El estudio que hemos realizado incluye también 20 casos de
EA de aparicién precoz, de los cuales 4 reconocian la existencia de
historia familiar de demencia senil (Tabla V). En ninguno de ellos
pudimos encontrar alteraciones en los exones 16 y 17 del gen de
la APP. Los datos existentes en la literatura coinciden en sefialar
que la aparicién de estas mutaciones es rara, inciuso dentro de las
familias de EA de aparicién precoz. Cuatro mutaciones han sido
descritas hasta el momento, asociadas con la EA. Tres de ellas en
el codon 717 (Chartier-Harlin y col, 1991; Goate y col. 1992;
Murrell y col. 1991). Una de ellas solo ha sido encontrada en once
familias en todo el mundo, mientras que las otras dos solamente
se han encontrado en una familia cada una (Houlden y col, 1993;
Tanaka y col, 1993). La cuarta mutacién encontrada en casos de
EA de aparicién precoz, es en realidad una mutacién doble en los
codones 670/671 (Mullen y col. 1992), que ha sido encontrada
solamente en una familia (Lannfelt y col, 1993). Por tanto, la
observacién de que no existe una alteracién estructural del gen de
la APP en los enfermos estudiados por nosotros estd de acuerdo
con la baja frecuencia de mutaciones en EA.

La existencia de estas mutaciones, aunque sea con tan baja
frecuencia, demuestra que la molécula de APP, por si misma,
puede ser responsable de la enfermedad. La pregunta que queda
por contestar es de qué forma la alteracién estructural de la APP
puede ser causa de la enfermedad. [Existen varias teorias para
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intentar responder a esta pregunta, aunque todavia no se ha
conseguido una respuesta definitiva. Algunos autores han
observado que la transfeccién de ADNc que codifica el péptido B8-
amiloide conteniendo la doble mutacién da lugar a un aumento de
5-8 veces en la secrecién del péptido B-amiloide al medio de
cultivo de las células transfectadas (Citron y col, 1992, Cai, y col,
1993). La transfeccién de ADNc conteniendo la mutacién alanina-
glicina en_la region central del péptido B-amiloide no da lugar a un
aumento en la secrecién del péptido, sin embargo, da lugar a un
péptido truncado al que le faltan los aminoacidos polares y
cargados del extremo N-terminal y que puede tener mayor
facilidad de agregacién (Haass y col, 1994). Por iltimo, la tercera
clase de mutaciones, localizadas en el extremo carboxilo del
péptido p-amiloide, tampoco parecen aumentar la producciéon de
péptido, pero se ha sugerido que puede dar lugar a un péptido B-
amiloide que contenga aminoicidos adicionales en el extremo
carboxilo con una mayor capacidad de agregacién (Jarret vy
Lansbury, 1993).

Las mutaciones en el gen de la APP dan cuenta de algunos
de los casos en los que previamente se habia observado un
ligamiento de la enfermedad con el cromosma 21q21.1. Sin
embargo, existen casos descritos de EA con ligamiento genético al
cromosoma 21 en una regidn centromérica, distinta de la del APP
(St. George-Hyslop y col. 1987; Tanzi y col. 1992), lo que sugiere
un segundo locus en este mismo cromosoma. Lo que parece mas
frecuente es la asociacién de la EA de aparicién precoz con el
cromosoma 14. Muy recientemente se ha descrito el gen
responsable de la tnfermedad en este cromosoma (Sherrington y
col, 1995) asi como un gen similar en el cromosoma 1 (Sherrington
y col, 1995b; Levy-Lahad y col, 1995), que también aparece
mutado en una familia con EA de aparicién precoz. Es posible que
algin{os) de los casos estudiados por nosotros tengan estas
mutaciones. Aunque, en principio parece claro que existen
mutaciones asociadas en estos dos genes en casos de EA de
aparicién precoz, todavia no hay estudios en la literatura que
aclaren la posibilidad de que exista alguna mutacién en estos
genes asociada a EA de aparicién tardia. De los casos de EA de
aparicién tardia estudiados por nosotros, solamente un 34%
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muestran asociacién con el alelo 4 de la apoE (tabla VI), lo cual
indica que en estos casos existe un ligamiento genético con el
cromosoma 19. El resto de los casos, de los cuales 11% tienen
historia familiar de demencia, no tienen el alelo 4 de la ApoE, por
tanto, la posibilidad de que puedan estar asociados a otro
cromosoma sigue abierta.

1.2 Asociacién de la EA con el alelo 4 de la apoE.

El papel de la apoE en la patogénesis de EA se basa en su
capacidad de formar estructuras monofibrilares con el péptido B-
amiloide, siendo el alelo ¢4 mdis eficaz que el ¢3 (Sanan y col,
1994). La observacién de que las demencias seniles de otro origen
distinto a EA (Noguchi y col, 1993; Betard y col, 1994) y el declive
cognoscitivo de los ancianos (Feskens y col, 1994) también estdn
asociadas a un aumento en }a frecuencia del alelo =4 ha planteado
dudas sobre la especifictdad del papel de la apoE en la patogénesis
de EA. En el estudio que hemos realizado los controles obtenidos
sin seleccién alguna, esto es, los donantes de sangre procedente de
diversos hospitales de Madrid, muestran una frecuencia del alelo
ed (6 %) muy baja en comparacion con la descrita en otras
poblaciones de origen caucasico (10-16 %) (Mayeux' y col, 1993;
Houlden y col, 1993; Saunders y col, 1993) y similar a la
encontrada en la poblacién de centenarios franceses (5.2 %)
(Schiachter y col, 1994). También es similar a la poblacion
japonesa (6-9.5 %) en la que la prevalencia de la enfermedad es
menor (Uekt y col, 1993; Kawamata y col, 1994; Yoshizawa y col,
1994; Okuizumi y"col, 1994). Sin embargo, en la poblacién
espaiola no parece que la prevalencia de EA sea menor que en el
resto de los paises cuya poblacién es de origen caucdsico (Rocca y
col, 1991). Todas estas observaciones sugieren que existen otros
factores, distintos de la frecuencia del alelo e4, que son
importantes para el desarrollo de la enfermedad. De acuerdo con
esto, se ha un estudio reciente realizado en Nigcria.ha mostrado
por primera vez falta de asociacién entre la frecuencia del alelo &4
y la EA (Osontukun y col, 1993). '

La frecuencia del alelo ¢4 aumenta y la de ¢3 disminuye en los
enfermos de EA de forma similar a lo observado en otras
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poblaciones (Strittmatter y col, 1993; Ueki y col, 1993; Anwar y
col, 1993; Poirier y col 1993; Brousseau y col, 1994; Lehtimaki vy
col, 1995). Nuestros datos muestran que la distribucién de los
alelos de la apoE no es estadisticamente distinta en los enfermos
de aparicidén precoz que en los controles (Tabla VII), lo que
confirma los resultados descritos previamente, que indicaban una
asociacién del alelo 4 so6lo con la EA de aparicién tardia (Saunders
y col, 1993; Kawamata y col, 1994). Sin embargo, esto es en el
momento actual motivo de controversia, porque eXxisten bastantes
grupos que han encontrado asociacién del alelo e4 con la EA de
aparicién precoz (Dai y col, 1994; Okuvizumi y col, 1994; van'Duijin
y col, 1994; Yoshizawa y col, 1994; Lehtovirta y col, 1995). En lo
que se refiere a la asociacién entre el alelo ¢4 y la EA de aparicién
tardia todos los autores estdn de acuerdo y nuestros resultados
también coinciden (34%) con los datos existentes en la literatura
(Strittmatter y col.,, 1993; Ueki y col, 1993; Anwar y col, 1993;
Poirter y col, 1993; Brousseau y col, 1994; Lehtimaki y col, 1995),
Nuestros resultados también apoyan la idea (Corder y col, 1993;
Payami y col, 1994; Lehtovirta y col, 1995) de que la presencia del
alelo ¢4 da lugar a una adelanto en la edad de aparicién de la EA
de aparicioén tardia. i
Algunos autores han sugerido que el alelo ¢2 podria tener un
efecto protector contra la EA (Corder y col, 1994; Chartier-Harlin y
col, 1994; Talbot y col, 1994; Rubinsztein y col, 1994). Nuestros
resultados no estin de acuerdo con ello, puesto que no pudimos
observar ninguna disminucién en la frecuencia de este alelo en los
enfermos de EA (Tabla VI). |

+ .
La asociacién de patologia neurofibrilar con el alelo =4

(Hansen y col, 1994) y la observacién de que hay una
sobrerrepresentacién del alelo ¢4 (Galasko y col, 1994) en la
variante de EA con cuerpos Lewy (Hansen y col., 1990) nos sugirié
la posibilidad de incluir en nuestro estudio un grupo de pacientes
de enfermedad de Parkinson. La patologia de la enfermedad de
Parkinson se caracteriza por la aparicién de cuerpos de Lewi y
" entramados neurofibrilares similares a los descritos en la EA
(Hakim y Mathieson, 1979). Sin embargo, de acuerdo con otros
autores (Marder y col, 1994; Rubinsztein y col, 1994), no pudimos
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Klein, 1982). Por tanto, una interpretacién posible es que las
células B derivadas de los controles probablemente preséntan un
fenotipo mds maduro que la de los pacientes EA.

2.1 Expresion de la APP.

El modelo experimental utilizado, la preparaciéon de
linfoblastos de los pacientes, nos_  ha permitido obviar las
dificultades inherentes a la obtencién de material de estudio
procedente del sistema nervioso, asumiendo que las mismas
anomalias estructurales o de procesamiento de la proteina
precursora de p-amiloide deben de manifestarse en todas las
células que la expresen, a pesar de que las repercusiones
funcionales sean distintas en cada tipo celular. De hecho hemos
podido comprobar que en los linfoblastos se expresan las dos
isoformas de la APP, APP751 y APP770, caracteristicas de los
tejidos periféricos (Kang y col, 1990b; Neve y col, 1988; Tanaka y
col, 1989). Los datos existentes en la literatura no permiten
definir si variaciones en la expresién de alguna de las isoformas
de la APP juega algin papel en el desarrollo de la enfermedad.
Algunos autores han sugerido que la proporcién APP751/APP695,
es mayor en EA (Tanzi y col, 1988b; Tanaka y col, 1988, 1989;
Johnson y col, 1989, 1990), sin embargo, estudios posteriores de
expresién de las isoformas 695, 751 y 770 en la corteza cerebral
de enfermos de EA y controles sanos no mostraron diferencia
alguna (Ohyagi 1992). Por tanto, el hecho de que los linfoblastos
no expresen la APP695, no parece que sea dbice para su
utilizacién en el est‘udio de posibles factores implicados en la EA.

2.2 Crecimiento celular

Una observaciéon interesante es que los linfoblastos EA
muestran una velocidad de crecimiento significativamente
superior a los linfoblastos control (Fig. 7). El hecho de que este
aumento en la velocidad de crecimiento no vaya acompafiada de
un aumento en la proporcidn de células que estin en la fase de
sintesis de DNA, indica que puede existir un aumento de la
velocidad a través de todo el ciclo sin que se pueda observar un
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efecto especifico en alguna de las diferentes etapas. Una
observacién similar se ha realizado en linfoblastos obtenidos de
enfermos de hipertensién esencial. Estos linfoblastos tienen una
velocidad de crecimiento superior a la de los controles (Rosskopf y
col, 1993; Rosskopf y col, 1995). De la misma forma los linfoblastos
de pacientes con diabetes de tipo 1 con nefropatia muestran una
mayor velocidad de crecimiento celular (Ng y col, 1994). Existen
. diversos estudios que han mostrado que distintos tipos celulares
de enfermos de hipertension esencial muestran un aumento en el
transporte de protones (Livne y col, 1987; Ng y col, 1989; Canessa
y col, 1991) que parece ser debido a un cambio en las propiedades
cinéticas del intercambiador Na+/H+ (Canessa y col.', 1991). Esta
observacién junto con el hecho de que el pH intracelular parece
ser importante para la proliferacién celular (Pouyssegur y col,
1985; Grinstein y col, 1989) sugiri6 que los linfoblastos de
enfermos con hipertension esencial tienen una mayor velocidad de
crecimiento debido a la mayor actividad del intercambiador
Na+/H*. Sin embargo, éste no parece ser el caso, ya que
experimentos realizados con cultivos de linfoblastos en medios
alcalinos ha permitido disociar estos dos fendmenos, llevando a la
conclusién de que la mayor proliferacién celular no estd
relacionada con el aumento de la actividad del intercambiador
Na*/H* (Rosskopf y col, 1995).

Los linfoblastos EA no muestran diferencias significativais en
el pH intracelular con los linfoblastos control. Por tanto, no parece
que el aumento de la velocidad de proliferacién celular esté
directamente relacionado con el pH intracelular. Tampoco parece
que exista una cdrrelacién con la actividad del intercambiador
Na+/H+, ya que la velocidad de transporte de H* no estd alterada
en los linfoblastos EA. Por tanto, parece que existen otros factores
implicados. Una posibilidad estriba en la mayor ‘concentracién de
Ca2+ libre citosolico detectado en los linfoblastos de EA. El papel
del CaZ+ en el ciclo celular es ejercido a traves de la protefna
quinasa de tipo II, dependiente de calmodulina y se cree que
actuaria impidiendo la degradacién de ciclinas y favoreciendo la
salida de la metafase (Lorca y col, 1994).
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2.3 Homeostasis de Ca?+ en linfoblastos.

Una de las hip6tesis existentes sobre las causas que conducen
a la EA es que los procesos que conducen a la disfuncién y muerte
neuronal convergen en una misma via con un aumento de la [Ca2*]
libre citosélico (Kachaturian, 1993). Esta hipdtesis asume que el
aumento de la [Ca?+] .libre citosélico puede tener lugar
cronicamente © de forma aguda pero, en cualquier caso, lleva a la
célula a un camino irreversible de necrosis y muerte, La [Ca2+]
libre citosélico tambien ha sido implicada en las acciones
neurotéxicas del péptido p-amiloide. Este péptido produce un
aumento en la [Ca2+] libre citosélico en distintos tipos celulares
(Mattson, y col, 1992; Joseph y col, 1992; Hartman y col, 1993;
Eckert y col, 1993). Cuando se incorpora en una bicapa lipidica
forma canales selectivos de cationes con capacidad para
transportar Ca2+ (Arispe y col, 1993; Arispe y col, 1993).
Podemos, por tanto, concluir que existe suficiente evidencia para
implicar al Ca2+ en la etiopatogenia de la EA. De acuerdo con esta
hipétesis, los linfoblastos de pacientes de EA estudiados por
nosotros muestran un aumento significativo de la [Ca2+] libre
citosolico (Tabla XII). Este aumento se observa principalmente en
los linfoblastos de células que se mantienen en un estado
proliferativo. = Cuando las células se mantienen en ausencia de
suero fetal bovino en el medio de cultivo, pasan a un estado no
proliferativo y la [Ca?*] libre citosélico pasa a ser similar a la de
los controles. Estos resultados sugieren que el aumento de [Ca2+]
libre citosdlico acompaiia la respuesta a la activacién de la
proliferacion celular causada por factores presentes en el suero
fetal bovino. El hecho de que la activacién de los linfoblastos
mantenidos en estado no proliferativo mediante la administracién
de elgM dé lugar a un aumento de la [CaZ+] libre citosélico mayor
en los linfoblastos EA que en los controles (Tabla XIII) apoya esta
posibilidad. Por tanto, nuestros resultados estin de acuerdo con la
hipétesis de que la [Ca2+] libre citosdlico estd implicada en la
etiopatogenia de la EA. '

El hecho de que el aumento de [Ca2+] libre citosdlico en
respuesta al péptido p-amiloide sea tambien mayor en los

97



Discusion

linfoblastos EA que en los controles (Tabla XIII), sugiere que no
son los mecanismos implicados en la sefalizacion intracelular de la
respuesta a olgM los que estan alterados. La interpretacidn mads
simple es que existe una alteraciéon en la cinética de fijacion de
Ca2+ a las estructuras intracelulares. En apoyo de esta hipGtesis
estan las observaciones de que la [Ca2*]yax calculada sobre la base
de la cinética de restauracién de los niveles de Ca2?* intracelular es
mayor y la [Ca2+]gs menor en los linfoblastos EA que en los
controles (Tablas XIV y XV). Algunos autores (Colvin y col, 1994)
han encontrado que en distintas zonas del cerebro EA existe un
aumento de la actividad del intercambiador Na+/Ca2+. Esta
observacién sugiere que el aumento de la actividad del
intercambiador Na+*/Ca?* jugaria un papel neuroprotector en EA y
podria ser consecuencia del aumento de la [Ca2+] libre citosélico.
En nuestro caso (Fig. 14), el mayor aumento en la [Ca2+] libre
citos6lico se observa cuando el intercambiador Nat/Calt estd
inhibido por la presencia de benzamil, (Kaczorowski y col, 1989),
lo que indica que una posible alteracién en la actividad de este
intercambiador no estd implicada en el aumento de [Ca2+] libre
citos6lico. Diferencias en la expresién de proteinas fijadoras de
Cal* se han descrito en cerebros EA (Heizmann y Braun, 1992;
Van Eldik y Griffin, 1994); sin embargo los datos son bastante
inconsistentes, probablemente debido a gque los protocolos
experimentales o los intervalos portmortem fueran distintos. Los
experimentos realizados con fibroblastos no mostraron diferencias
en la expresién de las proteinas fijadoras de CaZ+ (Fohr, y col,
1994). Sin embargo, el hecho de que esta observacién se haya
realizado con fibrqblastos abtenidos de EA de aparicién precoz y
que nuestros datos estén realizados mayoritariamente con
linfoblastos de EA de aparicién tardia, no permite descartar esta
posibilidad, especialmente sobre la base de publicaciones
anteriores en las que no se encontraron alteraciones en la
homeostasis de calcio en linfoblastos EA de aparicién precoz
(Paterson y col, 1986).
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2.4 Homeostasis de H* en linfoblastos.

ILLa mayor parte de las células de mamiferos poseen
mecanismos, aparentemente redundantes, para defender al
compartimiento citosélico de cambios agudos de pH. Quizis el
mecanismo mas importante para controlar el pH intracelular es la
actividad del intercambiador Na*/H* (Grinstein y col, 1989). La
respuesta celular a muchos activadores parece estar acompafiada
de una activacién de este intercambiador (Little y col, 1988;
Moolenar y col, 1984; Hatori, N. y col, 1987; Urcelay y col, 1994),
incluso en ausencia de alcalinizacion intracelular (Ganz y col,
1989) lo que sugiere que el papel de la activacién del
intercambiador Nat/H* es proteger a la célula de una acidificacién
aguda.

El mecanismo comin a la mayor parte de los agonistas que
inducen la activacién del intercambiador Nat/H* es que estimulan
fosfolipasa C, dando lugar a un aumento en la [Ca2*] libre citosélico
y activacién de proteina quinasa C. La activacién de proteina
quinasa C parece estar implicada en la activacién del
intercambiador (Moolenar, 1986; Grinstein y col, 1989; Urcelay y
col, 1993), pero el aumento de [Ca2+] libre citosélico también
puede activar el intercambiador mediante Ia activacién de
proteina quinasas dependientes de Ca?*-calmodulina
(Wakabayashi y col, 1994) o bien a través de un mecanismo que
implica la activacién de la Ca2+-ATPasa de la membrana
plasmatica que intercambiaria H* extracelular por Ca2?+
intracelular. De e$ta forma se neutralizaria el aumento transitorio
de [Ca2*] libre citosélico, cuya consecuencia seria un aumento en la
carga 4cida de las células, que induciria la activacién del
intercambiador Nat/H*. En base a los datos anteriormente
expuestos, el hecho de que los' linfoblastos EA respondan a la
activacién por olgM con una acidificacién del medio intracelular,
en lugar de la pequefia alcalinizacién observada en los linfoblastos
control (Fig. 18), puede ser interpretada como que fallan los
mecanismos de activacion del intercambiador. Una posibilidad
seria que no sean capaces de responder a una sobrecarga de 4icido.
Sin embargo, los resultados obtenidos por dos procedimientos
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distintos, indican que la velocidad de respuesta del pH a una carga
dcida es significativamente mayor en los linfoblastos EA que en los
controles (Figs. 21 y 22). Por tanto, la diferencia de la respuesta
de los dos tipos de linfoblastos a la activacién por «IgM, no puede
ser interpretada sobre la base de diferencias cinéticas en la
actividad del intercambiador. Parece mas probable que la
alteracién resida en los mecanismos implicados en la sefalizacidn
intracelular implicada en la respuesta a algM. La respuesta de la
[Ca2+] libre citosélico a este agonista es sensible a W-7, lo que
implica a los mecanismos mediados por la activacién de
calmodulina. Es interesante sefialar que, al igual que ocurre con la
[Ca2+] libre citosélico, los linfoblastos EA tienen menor capacidad
de tamponar los cambios agudos de pH que los linfoblastos control
(Tabla XVIII) y que la calmodulina es una proteina con capacidad
para fijar ambos Ca2+ y H*. Incluso algunos autores consideran
que la calmodulina deberia de ser considerada como una proteina
fijadora de Ca2+ y de H*, y que puede servir de sensor de los
cambios en ambos iones (Busa y Nuccitelli, 1984). Por tanto una
alteraciéon estructural o funcional de esta proteina podria explicar
los resultados obtenidos hasta ahora. Los esfuerzos realizados en
este sentido no nos han permitido detectar alteraciones
estructurales en uno de los genes de la calmodulina, CALM3. Sin
embargo, no podemos descartar que otras alteraciones, como una
menor expresion del ARN mensajero o una alteracién de los
mecanismos de activacién de la calmodulina puedieran estar
alterados.

2.5 Significado funcional de las alteraciones en la
homeostasis de Cal+ y H*,

Una de las caracteristicas de la EA es la muerte neuronal
(Terry y col, 1981; Coleman y Flood, 1987; Mountjoy y Evans,
1983). Existen dos mecanismos bdsicos de muerte celular,
necrosis y apoptosis. La necrosis se considera un mecanismo de
degeneracién celular pasiva como consecuencia de la pérdida de la
funcién celular, mientras que en la apoptosis se supone que la
célula participa activamente mediante un proceso de suicidio
celular dirigido por genes especificos (Kerr y col, 1972). Hay
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evidencia convincente de que el Ca?* puede tener un papel
importante en la muerte celular, tanto en el sistema nervioso
central como en otros tejidos. El papel del Ca2+ seria importante
tanto en el caso de necrosis como de apoptosis, siendo
especialmente critico en el sistema nervioso central y en el
sistema inmune {Orrenius y Nicotera, 1994).

Durante el proceso de apoptosis se produce un aumento en
[CaZ+] libre citosdélico (McConkey y col, 1988) y una disminucién
del pH intracelular (Barry y Eastman, 1992), y estos dos
acontecimientos se consideran importantes para el comienzo del
proceso. Los resultados obtenidos con las lineas celulares
lintoblasticas muestran que en respuesta a estimulacién celular los
linfoblastos EA tienen una respuesta mayor de [Ca2+] libre
citosdlico que los linfoblastos control (Fig. 12). Asi mismo, en los
linfoblastos EA se produce una acidificacién celular en respuesta a
activacion celular mientras que los linfoblastos control muestran
una ligera alcalinizacién (Fig. 18). [Estos datos sugieren que las
caracteristicas ionotropicas de los linfoblastos EA son mais
proximas a las de una célula apoptética que las de los linfoblastos
control. Obviamente, no se pueden extrapolar los datos obtenidos
con los linfoblastos a lo que ocurre en las neuronas, pero esta
observacién apoya la posibilidad de que exista una muerte
neuronal por apoptosis en la EA. Tambien apoya esta posibilidad
el hecho de que el péptido pA4(25-35) de lugar a un aumento del
[Ca2+] libre citosélico mayor en linfoblastos EA que en controles,
esto es, la enfermedad EA va acompafiada de una amplificacion de
la respuesta celular al péptido. La posible accién neurotdéxica del
péptido f-amiloide ha sido sugerido por varios autores (Yankner y
col, 1990; Kowall y col, 1991; Pike y col, 1991; Emre y col, 1992;
Pike y col, 1993). El estudio de ratones transgénicos que expresan
este péptido en las neuronas ha mostrado que produce una
degeneracion neuronal extensa (LaFerla y col, 1995). Por tanto, el
hecho de que su accion esté amplificada en EA sugiere que otros
factores ademds de la presencia del péptido estdn implicados en la
enfermedad, y que este péptido tendria una accién neurotéxica
mas importante en EA que en controles. El reciente
descubrimiento de alteraciones genéticas en genes distintos del de
la APP, asociadas a la enfermedad de Alzheimer, que codifican

101



Discusion
proteinas de membrana con posible actividad dc transpofte de
iones (Sherrington y col, 1995), abre nuevas perspectivas al

estudio de las bases estructurales para entender la diferente
respuesta ionotrdpica de los dos tipos celulares. |

'
|
)
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CONCLUSIONES

El anadlisis estructural de regiones relevantes del gen que
codifica la proteina precursora del péptido p-amiloide de mads de
100 casos de enfermos de Alhzeimer ly de un ndmero
significativo de controles normales no ha desvelado la existencia
de anomalias. Estas observaciones confirman la escasa
frecuencia de alteraciones en este gen asociadas a la demencia
de Alhzeimer.

La frecuencia del alelo ¢4 de la apolipoproteina E en la
poblacién del area de Madrid varia de un 6% en la poblacién
normal a un 50% en los casos familiares de la enfermedad de
Alzheimer de aparicidon tardia.

La presencia del alelo ¢4 de la apolipoproteina E es mucho
menor en la poblacién madrilefia que en poblaciones de paises
en los que la prevalencia de la enfermedad de Alhzeimer es la
misma. Esta observacidén parece indicar que factores ajenos a
esta proteina, genéticos o ambientales, deben de estar
involucrados en la etiopatogenia de la demencia de Alhzeimer.

No hemos hallado relacién entre frecuencia del alelo =4 de la
apolipoproteina E y la enfermedad de Parkinson en pacientes
sin signos detectables de demencia de Alzheimer.

Hemos establecido un banco de lineas celulares inmortales de
enfermos de Alhzeimer mediante transformacién linfoblastica
de linfocitos B con virus de Epstein Barr. Estas lineas celulares,
ademds de ser una fuente inagotable de DNA, permiten la
ejecucidn de experimentos que de otra forma seria imposible
llevar a cabo por las dificultades de obtencién de material, sobre
todo de forma repetida.

103



G-

7-

10-

Conclusiones

Los linfoblastos de enfermos de Alzheimer presentan las
siguientes singularidades: ' ;

A) Su velocidad de crecimiento es mayor que la de los
linfoblastos control.

B) Expresan las isoformas 770 y 751 del precursor de
proteina amiloide. :

C) Tienen unos niveles basales de Ca2+ libre citosélico
significativamente mdas altos que los controles.

La activacién de linfoblastos de enfermos de Alhzeimer inducida
por olgM produce un aumento de la concentracién de Ca2+ libre
citosblico significativamente mayor que en linfoblastos control.

El tratamiento con el péptido BpA25-35 también produce un
mayor aumento en la concentracién de Ca2+ libre citosdlico en
linfoblastos de enfermos de Alhzeimer que en controles, lo cual
indica que la respuesta a «IgM no es debida a un efecto
especifico mediado por su receptor. |

i
La cinética de replecién de los niveles de Ca2+ libre citosélico en

células previamente deprivadas de Ca2+ muestra que en
linfoblastos de enfermos de Alhzeimer se alcanzan valores de
calcio libre citosélico méaximos a concentraciones menores de
Ca2+ extracelular que en linfoblastos de controles de edades
similares.

Los linfoblastos de enfermos de Alhzeimer también
mostraron una menor capacidad para tamponar cambios agudos
de Ca2+ librg citosblico, dado que los niveles maximos de
concentracién de Ca2+ fueron mayores que en los controles.

El estudio de linfoblastos de individuos sanos de edades media y
avanzada ha puesto de manifiesto que el envejecimiento se
acompafia de cambios en la cinética de replecién de CaZ+
similares a los observados en linfoblastos de pacientes de
Alhzeimer, aunque sin afectar los niveles maximos Ca2Z+ libre
citosélico.
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11- La activacién de linfoblastos de enfermos de' Alzheimer inducida

12-

13-

14-

por algM da lugar a una acidificacién intracelular en lugar de la
alcalinizacién observada en linfoblastos control. Los linfoblastos
de pacientes de Alzheimer mostraron la misma eficiencia que
los controles para eliminar una sobrecarga intracelular de H*,
Esta obaservacién indica que la diferencia en la respuesta a
oIgM no puede ser causada por una alteracién en la capacidad
del intercambiador Na*/H* sino a una alteracién en las via(s) de
sefializacién intracelular responsable de la activacién del
intercambiador Nat/H*.

Los linfoblastos de enfermos de Alzheimer muestran una menor
capacidad para tamponar cambios agudos de pH intracelular, lo
que sugiere la existencia de alteraciones cualitativas o
cuantitativas en la expresion de proteinas fijadoras de Ht.

El andlisis estructural del gen de la calmodulina que mapea en
la misma zona del cromosoma 19 que la enfermedad de
Alzheimer (CALM3), no ha mostrado cambios que pudieran
alterar sus propiedades de proteina fijadora de Ca2+ y de Ht.

En resumen, la inmortalizacién de linfocitos humanos es un
modelo adecuado para el estudio de perturbaciones funcionales
de indole variada. Hemos puesto de manifiesto que en la
demencia de Alzheimer existen cambios significativos en la
homeostasis de Ca2+ y de H* que podrian estar implicados en la
etiopatogenia de este proceso. Cambios de esta naturaleza en el
"medio intern0" celular pueden ser capaces de alterar tasas de
expresidn, procesamiento, solubilidad, y/o funcién de miltiples
proteinas.
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