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1. Aterosclerosis

La aterosclerosis, la mayor causa de mortalidad en Europa, E.E.U.U. y gran parte
de Asia (Yusuf S. et al. 2001), es la patologia que subyace a la cardiopatia
isquémica, la enfermedad cerebrovascular y las enfermedades de la circulacion
arterial periférica. Es una enfermedad inflamatoria, multifactorial, y progresiva, que
se caracteriza por la acumulacion en la capa intima de las arterias de lipidos,
elementos fibrosos, células [como células musculares lisas (CML), macréfagos y
linfocitos T], y depdsitos de calcio (Fuster V. et al 1992, 1y Il).

Las lesiones aterosclerdticas se forman principalmente en arterias
musculares grandes y medianas (como las arterias coronarias y popliteas) y en las
arterias elasticas (como la aorta, las carotidas y las iliacas) (Slyper AH. 2004). La
pared arterial consta de tres capas bien diferenciadas morfolégicamente: la intima,
la media y la adventicia (figura 1). La intima esta formada por el endotelio y una
capa de tejido conjuntivo subendotelial. El endotelio, formado por células
endoteliales, actta como una barrera de permeabilidad selectiva a
macromoléculas como las lipoproteinas, y a células como los monocitos o los
linfocitos circulantes. Ademas, ejerce otras muchas funciones: participa en la
regulacion del tono vascular, actia como superficie antitrombdética, y participa en
procesos inflamatorios (Badimon L, Martinez-Gonzalez J. 2002). El subendotelio
da soporte al endotelio y estd constituido basicamente, por una matriz de
proteoglicanos y colageno.

La intima y la media estan separadas por la elastica interna, formada por
una malla compacta de elastina. La media es la capa de mayor grosor, esta
formada por CML, su principal funcién es la de mantener el tono de la pared
arterial, por ello las CML poseen un citoesqueleto rico en actina y miosina.

La capa mas alejada de la luz del vaso es la adventicia, que esta formada
por tejido conectivo y fibroblastos y esta separada de la media por la lamina
elastica externa. En la adventicia nos encontramos con vasos de pequefio calibre

denominados “vasa vasorum”, que ocasionalmente penetran en la media, y cuya
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funcién esta relacionada con el aporte de nutrientes y oxigeno a las capas mas

profundas de la pared. (Moreno PR, et al. 2004).

Fig 1. A) Corte transversal de una arteria coronaria donde podemos observar
claramente las tres capas diferenciadas: (i=intima; m=media; a=adventicia). B) Esquema
de una secci6on transversal de una arteria elastica: 1- Células endoteliales, 2-
Subendotelio, 3- Lamina elastica interna, 4-Células musculares lisas, 5- Ldmina eléstica
externa, 6- Adventicia

Se han formulado diferentes teorias para explicar el proceso de inicio y
evolucion de las lesiones ateroscleréticas. Las dos principales teorias a lo largo
del siglo pasado fueron la trombogénica y la lipidica. La teoria lipidica sugeria que
la acumulacion de lipidos en las arterias era la causa fundamental de la formacion
de las lesiones ateroscleroticas. Esta teoria se basaba en los experimentos
pioneros de Anitskchow y Chalatow en 1913, en los cuales se producia lesion
aterosclerdtica en conejos alimentados con una dieta rica en colesterol. La teoria
trombogénica, de Carl von Rokitansky en 1852, sugiere que la causa principal del
inicio de la lesion seria la deposicion de fibrina con la subsiguiente organizacion, y
de forma secundaria se produciria un acumulo de lipidos. En la actualidad, se ha
producido una integracion y ampliacion de estas dos teorias y se considera que la
aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria-fibroproliferativa crénica (Badimon
J.J. et al. 1993).
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1.1 Inicio y evolucién de las lesiones ateroscleréticas: Teoria
inflamatoria-fibroproliferativa.
El desarrollo de una lesion aterosclerética no es un proceso continuo, sino que se

producen alternancias entre momentos de rapida evolucion y periodos de relativa

estabilidad. En el desarrollo de la lesién podemos distinguir las siguentes fases:

a) Lesidén Inicial: La alteracion de las funciones vasoprotectoras del endotelio,
causada por exposicion de éste a diferentes factores de riesgo, juega un papel
importante en el inicio de las lesiones aterosclergticas. Las lesiones se producen
con mas facilidad en segmentos de la arteria ramificados o curvados, en los que la
pérdida del flujo laminar modifica la funcién endotelial. En estas regiones las
células endoteliales estdn mas “desorganizadas”, y adoptan una morfologia
poligonal, sin ninguna orientacion particular, que favorece la entrada al
subendotelio de macromoléculas, como las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
células, como los monocitos (Lusis AJ. 2000). Ademas, una concentracion
plasmatica alta de LDL, favorece la entrada de las lipoproteinas en estas zonas,
acumulandose en el subendotelio y facilitando el inicio de la lesién aterosclerética
(Ross R. 1999). En el subendotelio las LDL son retenidas por la matriz de
proteoglicanos, debido a interacciones entre la apolipoproteina B (ApoB) de las
LDL y los componentes de la matriz (Gustafsson M. et al. 2004). Las LDL
retenidas son per se un estimulo proinflamatorio, pero pueden sufrir
modificaciones como la oxidacion, la lipolisis, la proteolisis, la glicosilacion y la
agregacion que incrementan su aterogenicidad (Lusis AJ. 2000). Una de las
modificaciones de las LDL mas estudiadas es la oxidacion. Inicialmente se
produce una leve oxidacion de las LDL que afecta basicamente a los acidos
grasos y se forman las denominadas LDL minimamente oxidadas (LDLmox), que

en si mismas son un importante estimulo proinflamatorio (figura 2).
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Adhesion de
Entrada de LDL en Migracién Rodamiento [
el subendotelio gde _ e leucocitos
leucocitos  |eucocitos

Fig 2. Inicio de la lesion ateroscleroética: Niveles elevados de

LDL circulantes favorecen que éstas se acumulen en el

subendotelio donde desencadenan una respuesta inflamatoria

que hace que el endotelio favorezca la adhesién y migracién

de monocitos y linfocitos T al subendotelio. Adaptado de Ross

R. 1999
b) Inflamacion: Las LDLmox estimulan la sintesis de moléculas proinflamatorias y
la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio. Entre estas moléculas
destacan la P- y E-Selectina que favorecen la etapa inicial de la adhesion de los
monocitos, denominada “rodamiento” (Dong ZM. et al. 1998). También se induce
la expresion de la molécula de adhesion intercelular (InterCellular Adhesion
Molecule, ICAM) vy la molécula de adhesién vascular (Vascular Cell Adhesion
Molecule, VCAM) que permiten la union de los monocitos a las células
endoteliales (Collins RG. et al. 2000). Ademas, las LDLmox también inducen la
sintesis de factores quimiotacticos como la proteina quimiotactica de monocitos 1
(monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), o la interleuquina-8 (interleukin-8,
IL-8) (Boisvert WA. 2004), que permite la atraccién, la adhesion y la migracion de
monocitos y linfocitos T a través del endotelio por diapédesis. En el subendotelio,
los monocitos se diferencian a macrofagos y expresan receptores scavenger

(basureros), cuya expresion es inducida por citoquinas como el factor estimulante
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de las colonias de monocitos (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF),
sintetizado por células endoteliales en respuesta a las LDL oxidadas (LDLox). Los
receptores scavenger permiten a los macréfagos la captacion de LDL modificadas
(como LDLox). La secreciéon de citoquinas por los linfocitos T activados, también

contribuye a la respuesta inflamatoria (Lusis AJ. 2000).

Adhesion de
leucocitos

i i Adhesion y
Migracion 16 Activacion agregacion de
de cML Formacion slulas T greg
células CceYias plaquetas

espumosa

Fig 3. Formacion de estria grasa: Las citoquinas y factores
guimiotacticos liberados por el endotelio activan a los linfocitos Ty
hacen que los macrofagos expresen receptores scavenger a través
de los cuales captan LDL modificadas lo que hace que se
transformen en células espumosas. Estas células espumosas
sintetizan citoquinas y ROS, lo que aumenta la oxidacién de las
LDL y facilita su captacion por los macréfagos, ademas estimulan
la migracion de las CML desde la media a la intima. Adaptado de
Ross R 1999.

c) Formacion de células espumosas y estria grasa: Los macrofagos y las
células endoteliales activadas producen especies reactivas de oxigeno (ROS) y
enzimas de tipo mieloperoxidasas, esfingomielinasa y fosfolipasas, que modifican
en gran medida a las LDL (Lusis AJ. 2000). Estas LDL son captadas por
macrofagos a través de los receptores scavenger (receptor scavenger clase A
[SR-A], receptor scavenger CD36 y receptor scaveger CD68). La expresion de
estos receptores scavenger esta regulada por factores de transcripcion que
responden a lipidos oxidados, como es el caso del receptor activado por

proliferadores peroxisomales gamma (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-
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gamma, PPARy) (Nicholson AC. 2004). Los macrofagos acumulan grandes
cantidades de ésteres de colesterol y sufren unos cambios fenotipicos que les
dan un aspecto espumoso, es por ello que se les ha denominado células
espumosas. Las propias células espumosas producen ROS y factores de
crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet-derived
growth factor, PDGF), el factor de crecimiento para fibroblastos basico (basic
fibroblast growth factor, FGF-b) y el factor de crecimiento transformante beta
(transforming growth factor beta, TGF- ) que aumentan asi la inflamacion local y
la respuesta proaterogénica (Libby, P. 2002). Estas citoquinas inducen un
aumento de la migracién de las CML desde la media a la intima y estimulan su
proliferacion.

Las CML también pueden captar LDLox y transformarse en células
espumosas. La formacion de células espumosas y la proliferacion de CML en la
intima, provocan el engrosamiento de la pared arterial que da origen a la estria
grasa (figura 3). En la mayoria de los paises desarrollados este tipo de lesion

aparece a edad muy temprana (infancia y adolescencia) (Ross R. 1999).

d) Placa Fibrosa: Las CML proliferan en la intima y secretan matriz extracelular
(elastina, coldgeno y proteoglicanos) en respuesta a diferentes factores de
crecimiento (Katsuda S, et al. 2003). La matriz extracelular sintetizada por CML se
organiza formando una “cépsula fibrosa” que cubre el ndcleo de la lesion
constituido por células espumosas. La carga lipidica de las células espumosas es
toxica para las células que pueden experimentar apoptosis 0 necrosis, la cual es
estimulada por citoquinas proapoptoticas y elementos oxidativos del
microambiente de la placa. La muerte celular de las células espumosas origina un
“ndcleo lipidico” compuesto por colesterol extracelular y restos celulares
(Stoneman VE, et al. 2004) (figura 4).
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Acumulacion de  Nycleo lipidico  Cubierta fibrosa
macrofagos

Fig 4. Formacion de la placa fibrosa: Migracidn, proliferacion y
sintesis de matriz extracelular por parte de las CML, formando la
cubierta fibrosa que recubre el nucleo lipidico formado por gran
cantidad de colesterol extracelular derivado de células
espumosas apoptoticas o necréticas. Adaptado de Ross R. 1999.

e) Lesion avanzada y trombosis: Una placa puede romperse o ulcerarse y
provocar la formacién de un trombo que puede causar un evento coronario agudo
(Badimon L. et al. 1991). Las placas con una cubierta fibrosa delgada y un elevado
namero de células inflamatorias son mas propensas a romperse. El mantenimiento
de la cubierta fibrosa depende del equilibrio entre la formacion (por CML) y la
destruccion de matriz extracelular. En este proceso juegan un papel importante las
células inflamatorias. Por ejemplo los linfocitos T producen interferon gamma
(interferon gamma, IFN-y) que inhibe la sintesis de matriz extracelular, y los
macrofagos sintetizan proteasas (colagenasas, gelatinasas, catepsinas...) que
degradan la matriz extracelular.

Las placas presentan una estructura excéntrica y su ruptura se produce en
el lugar denominado “hombro” (shoulder) de la placa (Badimon L et al 1992). Esta
zona es rica en macrofagos y pobre en CML y matriz extracelular. El trombo que
se forma al romperse la cubierta fibrosa se debe a que se expone a la circulacion
numerosos elementos protrombéticos presentes en el nucleo lipidico (figura 5)
(Badimon L. et al. 2004™, Badimon L. et al. 2004?).
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Hombro
dela
placa

Ruptura i
dp | _ Hemorragia
€la Capa fibrosa de microvasos

placa delgada

Fig 5. Ruptura de la placa fibrosa. La formacion de un trombo
se produce por la perdida de la cubierta fibrosa, sobretodo en
los lugares donde hay menos matriz extracelular, y la
consiguiente exposicion a la circulacion de sustancias
protrombdéticas. También las pequefias hemorragias que se
producen en los vasos formados por angiogénesis en la placa
son causa de formacién de trombos. Adaptado de Ross R 1999

1.2 Factores de riesgo:

A partir de los estudios realizados durante décadas en diferentes paises,
principalmente E.E.U.U., se han identificado muchos de los factores de riesgo
responsables de la aterosclerosis. Dentro de estos factores destacan los
relacionados con el metabolismo lipidico (dislipemias), que parecen ser
determinantes en el desarrollo de la aterosclerosis y que en gran medida, tienen
su origen en alteraciones genéticas moduladas por factores ambientales. Los
niveles altos de LDL favorecen el desarrollo de la enfermedad. De hecho, en
modelos animales la forma de inducir lesiones de caracteristicas similares a las
detectadas en humanos, es principalmente mediante la administracion de dietas
hipercolesterolémicas. Sin embargo, aproximadamente la mitad de personas

afectadas de aterosclerosis tienen niveles normales de LDL (Braunwald E. 1997).
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Esto subraya la importancia de otros factores involucrados en la aterosclerosis
como son la hipertensién arterial, las concentraciones altas en plasma de
homocisteina, la diabetes mellitus, el tabaquismo, la baja concentracién de HDL, y
diversas alteraciones génicas e infeccibn de microorganismos como puede ser
herpesvirus o Chlamydia pneumoniae, que participan del desarrollo de la
enfermedad (Ross R. 1999).

1.3 Endotelio vascular y aterosclerosis.

El endotelio vascular reviste los vasos sanguineos, y actla de interfase entre los
componentes circulantes (células y macromoléculas) y los tejidos. Posee una gran
superficie y se le considera un verdadero 6rgano que participa de un elevado
namero de funciones entre las cuales encontramos la regulacion de la
permeabilidad vascular, el tono vascular, la cicatrizacion, y la hemostasis. El
endotelio es un organo regulador de forma que puede realizar tanto funciones
sensoriales como efectoras. Es por ello que presenta una gran gama de
receptores para citoquinas, quimiotacticos, péptidos y lipidos vasoactivos;
ademas, puede sintetizar moléculas reguladoras del tono vascular (Badimon L. et
al. 2002).

El endotelio sufre cambios fisicos, quimicos vy fisiolégicos en su entorno que
se traducen en una respuesta biologica a estos. Cuando estos cambios superan la
capacidad reguladora del endotelio se producen procesos como la agregacion
plaquetaria, la trombosis, la inflamacion, la vasoconstriccion o el incremento de la
permeabilidad vascular, y hablamos de disfuncion endotelial. Existen numerosos
factores de riesgo aterogénicos que producen disfuncién endotelial, tanto factores
bien caracterizados como las concentraciones altas de LDL, el tabaquismo, la
diabetes y la hipertension; como factores emergentes como la

hiperhomocisteinemia, las infecciones, o el déficit estrogénico (Drexler H. 1997).

1.3.1 Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF)

El VEGF es una citoquina que estimula diferenciacion, supervivencia, migracion,
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proliferacién, angiogénesis y la permeabilidad vascular en células endoteliales,
ademas de tener diferentes efectos pleiotropicos en otras células y tejidos. VEGF
A (en adelante VEGF) es el miembro prototipo de esta familia de factores de
crecimiento que incluyen entre otros: VEGF B, C, D, E y el factor de crecimiento
de placentario PIGF (placenta growth factor). Existen diferentes isoformas de
VEGF de 121, 145, 165, 189 y 206 residuos de aminoacidos. La isoforma mas
abundante y presumiblemente con mayores efectos biologicos es la VEGFies
(Petrova TV. et al. 1999).

La accion de los miembros de la familia de VEGF esta mediada por una familia
de receptores del tipo tirosina-quinasa que consta de tres miembros:
FIt1/VEGFR1, KDR/VEGFR2 y FIt4/VEGFR3 (Petrova TV. et al. 1999). Estos
receptores pertenecen a la clase Il de la subfamilia del receptor del PDGF, el cual
se caracteriza por la presencia de siete dominios homoélogos a la inmunoglobulina,
y por poseer un dominio intracelular con actividad tirosina-quinasa. Estos
receptores se expresan basicamente en células endoteliales aunque se pueden
encontrar en otras células como macréfagos, plaquetas, monocitos vy
megacariocitos. Los diferentes miembros de la familia de proteinas de VEGF se
unen a receptores concretos, asi por ejemplo al VEGFR1 se le unen los miembros
VEGF-A y -B, y PIGF; a VEGFR2 se unen VEGFA,-C, -Dy -E; y a VEGFR3 se
unen VEGF Cy -D (Petrova TV. et al. 1999).

Ademés, también se ha observado que algunos miembros de la familia de
proteinas de VEGF son capaces de unirse a receptores, inicialmente descritos en
el extremo de los axones de ciertas neuronas, que se denominan Neuropilin-1
(NRP-1) y Neuropilin-2 (NRP-2). A NRP-1 se unen VEGF¢s, PIGF, VEGF-B y -E;
mientras que a NRP-2 se unen VEGF45, PIGF y VEGF C. Este receptor, por unién
a semaforinas, puede controlar el crecimiento del axén de la neurona durante el
desarrollo embrionario. Se ha observado la presencia de NRP-1 en células
endoteliales de vasos sanguineos y diferentes estudios muestran que es
importante para la angiogénesis, donde parece jugar un papel de co-receptor
interaccionando con el VEGFR-2, y aumentando la respuesta migratoria y
proliferativa de la célula al VEGF6s5 (Neufeld G. et al. 2002).
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En las células endoteliales, la mayoria de sefializaciones biolégicamente
relevantes del VEGF son mediadas por VEGFR-2. VEGFR-2 se activa por
dimerizacion inducida por ligando y mediante una autofosforilzacion en los
residuos tirosina del dominio citoplasmatico. Una vez activado VEGFR-2 se
pueden producir diferentes respuestas celulares que van desde la supervivencia y
migracién de la célula, hasta la activacion de una respuesta mitogénica. Para
producir esta respuesta, VEGFR-2 activa diferentes vias de sefalizacion, entre
ellas la movilizacién de calcio, proteinas quinasas C (Protein kinase C, PKC), tanto
las clasicas como las no clasicas, y proteinas quinasas activadas por mitégenos
(mitogen-activated protein kinase, MAPK), como las proteinas quinasas reguladas
por sefales extracelulares (extracellular signal-regulated kinases, ERK) y p38
MAPK. También se ha observado que VEGF es capaz de activar la proteina de
union al elemento de respuesta de cAMP (cCAMP response element binding protein,
CREB) a través de la fosforilacién en Ser'** (Mayo LD. et al. 2001).

1.4 Células musculares lisas y aterosclerosis.
La principal funcién de las células musculares lisas (CML) es la de mantener el
tono vascular. En condiciones normales, las CML de un vaso sanguineo adulto
muestran una baja actividad proliferativa y sintética, siendo su principal funcién
mantener el tono vascular (Owens GK. et al. 2004). Pero estas caracteristicas se
alteran durante el desarrollo, en la reparacion de un vaso sanguineo, o0 en la
enfermedad vascular. Por ejemplo, se ha observado que los procesos de sintesis
de matriz extracelular y la actividad proliferativa estdn muy acelerados durante el
desarrollo del sistema vascular, en el remoldeado de un vaso después de una
lesibn y en la aterosclerosis. En estos casos las CML se activan y sufren un
cambio fenotipico. Migran desde la media hasta la intima donde proliferan y
sintetizan matriz extracelular segun los factores presentes en el medio.

La migracion a la intima y la proliferacion de las CML se sabe que juega un
papel crucial en el desarrollo de la enfermedad aterosclerética. Para que se
produzca esta migracion se debe inducir un proceso de activacion de las CML. La

activacion puede efectuarse por diferentes factores de crecimiento como son
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PDGF, FGF-b, y TGF- B (Ross R. 1999). Estas moléculas son secretadas por
células endoteliales activadas por macrofagos, células espumosas vy linfocitos T
gue se encuentran en la lesion.

Algunos factores de riesgo de la enfermedad aterosclerdtica pueden actuar
como activadores de las CML. Por ejemplo, una concentracion elevada de
homocisteina no solo dafia a las células endoteliales, sino que también produce
activacion de las CML (Rasmussen LM. et al. 2004). También se ha observado
que las LDL producen eventos relacionados con el crecimiento de CML, entre ellos
sintesis de DNA y regulacion de factores de crecimiento clave (ver apartado 1.5.2)
(Sachinidis A. et al. 1993; Libby P. et al. 1985).

Las CML pueden tener diferente papel en la evolucion de la aterosclerosis. Por
un lado participan en la formacién del engrosamiento de la pared arterial, y tienen
un papel clave en patologias como la restenosis post-angioplastia. En estos casos
se produce un engrosamiento de la intima que puede producir la obstruccién del
vaso. Pero por otro lado las CML sintetizan matriz extracelular (colageno, elastina,
glucoproteinas, proteoglicanos, etc...) (Katsuda S, Kaji T. 2003) que forma una
cubierta fibrosa que da resistencia a la placa. Ademés las CML son capaces de
sintetizar sustancias que regulan la actividad contractil del vaso, asi como factores
que regulan la inflamacion, la proliferacion, la apoptosis y la estructura de la
matriz. Por todo ello el papel que juegan las CML en la aterosclerosis es complejo

y seguramente puede variar segun el estado y tipo de lesion.

1.5LDL

Las lipoproteinas son macromoléculas que se encargan del transporte de lipidos a
los tejidos. Las lipoproteinas estan compuestas por una parte lipidica y otra
proteica constituida por una o mas apolipoproteinas (Apo). Las Apo se encargan
de la regulacion de las interacciones de las lipoproteinas y tienen funcién
estructural. La parte lipidica estd compuesta tanto por lipidos totalmente
hidrofébicos (triglicéridos, ésteres de colesterol) situados en la parte central de la
lipoproteina, como por lipidos anfipaticos (fosfolipidos y colesterol) situados en el

exterior de la particula (figura 6).
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Fosfolipidos

libre

Apolipoproteina Esteres de colesterol

Fig 6. Estructura de una lipoproteina: Las lipoproteinas estan constituidas
por proteinas (Apolipoproteina), y una parte lipidica. Dentro de la fraccion
lipidica encontramos lipidos anfipaticos (colesterol libre y fosfolipidos) y
lipidos hidrofébicos (ésteres de colesterol y triglicéridos).

Segun su densidad, las lipoproteinas se clasifican en: quilomicrones y
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), y lipoproteinas de alta densidad
(HDL). A su vez dentro de cada una de estas clases encontramos diferentes
subclases de lipoproteinas segun la densidad de la particula que varia a lo largo

de su metabolismo.

1.5.1 Regulacion de la sintesis de colesterol por LDL

Las LDL son unas de las principales lipoproteinas involucradas en aterosclerosis.
Las LDL se forman a partir de las VLDL y estan constituidas por una Unica
lipoproteina que es la ApoB-100. Las LDL se encargan del transporte de colesterol
a los tejidos periféricos, colesterol necesario para la formacion de membrana
plasmatica, hormonas esteroidales y sales biliares en el higado. Para conseguir
colesterol las células tienen dos posibilidades, una es realizar autosintesis de
colesterol, y la otra mediante la captacion de LDL. Para ello las células poseen
receptores de apo B/E, también denominado receptor de LDL (LDLR), que son
capaces de interactuar con las lipoproteinas e internalizarlas. Los LDLR estan

dispuestos en depresiones de la membrana celular recubiertos con una proteina
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denominada clatrina. Cuando la LDL interacciona (a través de la ApoB-100) con el
receptor se estructura una vesicula que origina un endosoma que posteriormente
se fusiona con lisosomas, cuyas enzimas hidroliticas degradan la apoB-100 y los
ésteres de colesterol. El colesterol libre formado puede ser utilizado para
integrarse en las membranas celulares o ser almacenado como ésteres de
colesterol por accién del enzima acil-CoA-colesterol acil-transferasa (ACAT). El
aumento de colesterol en la membrana inhibe la activacion de un factor de
transcripcion denominado proteina de union al elemento de respuesta a esteroles
2 (sterol response element binding protein-2, SREBP-2). SREBP-2 controla
diferentes genes involucrados en la via de la sintesis de colesterol, como el de la
3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa o el del LDLR, de
forma que se regula el contenido del colesterol intracelular (Brown M.S., Goldstein
J.L. 1997) (Figura 7). Este mecanismo es muy activo en el higado que es el
principal 6rgano que sintetiza colesterol y que actia regulando los niveles de

colesterol circulante (Lasunciéon M.A. 2003)

Receptores LDL
LDLR Membrana
: : : : S ’ ___ Plasmatica
P - )
S Vesicula
Sintesis revestida
Receptores
LDLR
SmteS| Endosoma
Colesterol
Llsosoma
Colesterol libre <:|
Colesterol en
esterol ACAT
Colesterol esterificado Reserva
Colesterol

Fig 7 Metabolismo de las LDL: La interaccién de las LDL con los
LDLR de las células produce una vesicula que se fusiona con
lisosomas. Las lipoproteinas se hidrolizan generando colesterol libre
para su utilizacién en membrana o para su almacenaje como ésteres
de colesterol. Los LDLR son reciclados a membrana y se produce la
inhibicion tanto de la sintesis de LDLR como de la HMG-CoA
reductasa, enzima clave en la sintesis de colesterol.
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1.5.2 LDL y activacién de CML.

Uno de los principales factores de riesgo aterosclerético es la hipercolesterolemia.
Una alta concentracion de LDL plasmatica, favorece que se infiltren en la pared
vascular y ello promueva una respuesta inflamatoria. Las LDL nativas per se
pueden activar las CML actuando como factores de crecimiento que inducen
diferentes vias de transduccion de sefiales (Libby P. et al 1985) (Gouni-Berthold I,
Sachinidis A. 2004). Las LDL pueden aumentar las concentraciones intracelulares
de calcio (Sachinidis A. et al. 1990), estimular el metabolismo de fosfoinositoides y
la translocacion a la membrana de la PKC (Scott-Burden T. et al. 1989), activar la
via de ERK (Sachinidis A. et al. 1997) y regular la actividad de factores de
transcripcion como la proteina activadora-1 (activator protein-1, AP-1) (Zhu Y. et
al. 1998). Algunos de estos efectos se producen a través de proteinas G sensibles
a toxina pertusis (Sachinidis A. et al 1997) e independientes del receptor clasico
de las LDL (Metzler B. et al 1999). Las proteinas G normalmente transducen la
sefial desde receptores con 7 dominios transmembrana denominados receptores
acoplados a proteinas G (G-protein coupled receptors, GPCR). El mecanismo por
el cual las LDL pueden activar estos receptores no esta muy claro, aunque podria
ser que alguno de sus componentes interactuara con ellos. A favor de esta
hipotesis encontramos la presencia de GPCRs pertenecientes a la familia del gen
de diferenciacion endotelial (endothelial differentiation gene, Edg), los cuales son
receptores para la esfingosina-1-fosfato (S1P) (componente de las LDL) La
activacion de receptores Edg transmite sefales intracelulares a través de
proteinas G (G; y Gq) y proteinas G pequefias (Rho), que activan la proliferacion y
la migracion de las CML (Xu CB. et al. 2004, Sanchez T, Hla T. 2004). También
existen receptores GPCRs para el acido lisofosfatidico (LPA) (presente en
LDLmox) (Siess W, Tigyi G. 2004) que transmiten sefales de proliferacion en CML
a través de las proteinas G pequefias CdC42 y Rac (Schmitz U. et al. 2002).
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1.5.3LDL y activacién de las células endoteliales

Las LDL inducen efectos mitogénicos sobre las células endoteliales como la
expresion del gen de respuesta al crecimiento temprano (early growth response
gene-1 ,Erg-1)(Ko Y. et al. 1995), o la activacion de factores de transcripcion como
AP-1 (Zhu Y. et al. 1998) y de vias como la p38 MAPK (Zhu Y. et al 2001).

Las LDL también activan la respuesta proaterogénica de las células
endoteliales aumentando la produccion del inhibidor del activador del
plasmindgeno 1 (plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) (Camera M. et al. 1993)
e inihibiendo la 6xido nitrico sintasa (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) (que
regula la produccion de NO) (Vidal F. et al. 1998, Pritchard KA. et al. 2002), o la
lisil oxidasa que contribuye a estabilizar las lesiones (Rodriguez C. et al. 2003).

Recientemente se ha descrito que las LDL producen un aumento de la
expresion del factor de crecimiento VEGF y de su receptor VEGFR-2. Un aumento
de VEGF/VEGFR-2 puede contribuir al desarrollo de la placa aterosclerotica,
produciendo un incremento de la permeabilidad e induciendo angiogénesis en

lesiones avanzadas (Rodriguez JA. et al. 2005).

1.5.4 Modelo porcino de hipercolesterolemia

La utilizacion de modelos de animales ha ayudado enormemente a la comprension
de los mecanismos implicados en la patologia aterosclerética, asi como a la
elaboracion de estrategias terapéuticas.

El cerdo es un buen modelo para estudiar la aterosclerosis, porque
presenta muchas similitudes a los humanos en su sistema cardiovascular:
estructura de los vasos, niveles de lipoproteinas, y ademas desarrolla lesiones
ateroscleréticas de manera espontanea (Kim DN et al. 1984). Debido a esto, en
los ultimos afios se ha multiplicado el nUmero de trabajos que utilizan el cerdo

como modelo de aterosclerosis (Raposo B. et al. 2004; Badimon L. et al. 1999).
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2. Via de la sintesis del mevalonato y proteinas Rho

2.1 Via de sintesis del mevalonato

La mayoria del colesterol transportado en plasma, procede de la sintesis a nivel
hepético. La sintesis de colesterol a partir de acetil-CoA se produce a través de
un gran namero reacciones enzimaticas en la denominada via del mevalonato.
Entre estas reacciones destaca la conversion del HMG-CoA a mevalonato,
reaccion catalizada por el enzima HMG-CoA reductasa (Goldstein JL, Brown MS.
1990) (figura 8). Este enzima es clave ya que es el principal regulador de la via
mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa. El aumento de colesterol
intracelular inhibe la HMG-Co0A reductasa lo que hace que se reduzca su sintesis
(ver apartado 1.5.1).

Ademés del colesterol, existen otros productos de la via como la
ubiquinona, el dolicol, el farnesilpirofosfato y el geranilgeranilpirofosfato que son
necesarios para la activacion de las proteinas farnesiladas y geranilgeraniladas,
y el isopentenil adenosina. Estos productos de la via son esenciales para la
célula y su sintesis se ve afectada por la regulacién de la HMG-CoA reductasa

(figura 8).

19



Introduccién

Acetil CoA + Acetoacetil-CoA

l

HMG-CoA
HMG-CoA .
—p e |—— Estatinas
@ Reductasa l
Mevalonato
Dolicol l
Proteinas farnesiladas Isopentenil
(Ras) Pirofosfato

l
l

Farnesil-pirofosfato + Isopentenilpirofosfato

Escualeno \

Geranilgeranilpirofosfato

Colesterol

Proteinas geranilgeranildas
(Rho, Rac, Cdc42)

Fig. 8 . Via de sintesis del mevalonato. Inhibicion de la HMG-CoA reductasa
por estatinas y por un mecanismo de retroalimentacion negativa del
colesterol. Sintesis de colesterol e isoprenoides

2.2 Proteinas Isopreniladas Rho

Es una familia de proteinas monomeéricas que pertenecen a la superfamilia de
proteinas Ras y que se caracterizan porque pueden unir e hidrolizar GTP. Estas
proteinas son capaces de ciclar entre un estado activo (unidas a GTP), y uno
inactivo (unidas a GDP). De este modo actan como “interruptores” moleculares
para controlar procesos celulares complejos (Etienne-Manneville S, Hall A. 2002).
La familia de proteinas Rho esté constituida por seis subfamilias diferentes:
las proteinas relacionadas con RhoA vy las relacionadas con Rac-1, Cdc42, Rnd,
RhoBTB y Miro (Wennerberg K. et al. 2004). Han sido descritas alrededor de 25
proteinas Rho. RhoA fue decubierta en 1985 como una proteina relacionada con

la superfamilia de proteinas Ras (Madaule P. et al. 1985). A partir de ese momento
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diferentes estudios demostraron que Rho, Cdc42 y Rac (tres de las proteinas Rho
mejor estudiadas) estaban involucradas en vias de sefalizacion a través de las
cuales receptores de membrana modifican la organizacion de filamentos de actina.
Por ello las proteinas Rho estan involucradas en procesos celulares relacionados
con el citoesqueleto como son la polaridad celular, el dinamismo microtubular y el
transporte vesicular. Sin embargo Rho, también participa en diferentes procesos

enzimaticos y en la regulacién de la expresion génica.

2.2.1 Regulacién de la actividad de proteinas Rho.
Las proteinas Rho se pueden encontrar en dos estados diferentes, unidas a GTP
0 a GDP (figura 9), que estan regulados por tres proteinas que son:

e GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor): factor de intercambio de
nucledtido guanina. Cataliza el intercambio de nucleétidos GDP por
GTP. Se conocen alrededor de 69 GEFs en mamiferos. Son los
responsables directos de la activacion de las proteinas de la familia Rho
en respuesta a diferentes estimulos extracelulares (Rossman KL. et al.
2005).

e GAP (GTPase-Activating Protein): proteina que activa la capacidad
intrinseca de la proteina Rho para hidrolizar GTP. Actualmente se
conocen 70 proteinas GAPs en mamiferos.

e GDI (Guanine nucleotide exchange Inhibitor): Inhibidor del intercambio
de nucleotido guanina. Impide que se produzca el intercambio GDP-
GTP y también el traslado de la proteina Rho a membrana. Se han
encontrado 4 GDIs en mamiferos.

En una situacion general, en células no estimuladas, la mayoria de
proteina Rho se encuentra distribuida en el citoplasma unida a GDI. Cuando se
estimula la célula, Rho se separa de GDI, requisito indispensable para
translocarse a la membrana (Olofsson B. 1999) y activarse gracias a la accion de
GEF que cataliza el intercambio entre GDP-GTP. Unido a GTP Rho es activo y

capaz de interactuar con sus efectores transmitiendo la sefial. Cuando interviene
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GAP se pone en marcha la actividad hidrolasa intrinseca en Rho obteniendo Rho-
GDP inactivo (figura 9).

Membrana plasmatica

Efectores

Rho-GDP Geranilgeraniol 4"T—— Me Via

valonato

Estatinas
Rho-GDP

Fig. 9 . Actividad de las proteinas Rho. La activacién de las proteinas Rho, es un
proceso regulado por tres clases de proteinas. En un estado inicial se encuentra
inactivo en citoplasma unido a GDI que impide el intercambio de Guanina. GEF se
activa y esto produce que Rho se pueda liberar de GDI, anclarse en membrana, e
intercambiar GDP por GTP. Rho-GTP es activo y puede interactuar con sus diferentes
efectores. GAP induce la actividad GTPasa intrinseca de Rho esto produce Rho-GDP
gue es inactivo.

2.2.2 Modificaciones lipidicas y localizaciéon subcelular.

Las proteinas Ras y Rho son modificadas postraduccionalmente con compuestos
isoprenoides derivados de la via del mevalonato (ver apartado 2.1), por enzimas
denominadas preniltransferasas. Esta isoprenilacion es necesaria para su anclaje
en membrana (Allal C. et al. 2000) (ver figura 9). Existen dos tipos de
preniltransferasas: la farnesiltransferasa y la geranilgeranioltransferasa. Estos
enzimas catalizan la unién covalente de los grupos farnesilo y el geranilgeranilo
respectivamente. La union se realiza en el extremo C-terminal de las proteinas
sobre una cisteina que se localiza en una secuencia denominada sefal de

isoprenilacion CAAX (C es cisteina, A normalmente es un aminoécido alifatico, y
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X cualquier aminoacido). El enzima farnesiltransferasa reconoce secuencias
CAAX donde X puede ser una serina, metionina, cisteina, alanina o glutamina,
(caso de las proteinas de la familia Ras). Si X es una leucina o isoleucina, se
suele tratar de una proteina de la familia Rho y entonces es geranilgeranilada por
la geraniltransferasa. Posteriormente la proteina sufre dos modificaciones mas:
una endoproteolisis que libera los aminoacidos AAX, y una carboxi-metilacién de
la nueva isoprenilcisteina expuesta. Estas modificaciones postprenilacion son
necesarias para la correcta localizacién de proteinas de la familia Ras, pero no en
el caso de las proteinas Rho (Michaelson D. et al. 2005).

Existen proteinas de la familia Rho que no son geranilgeraniladas, sino que
como en el caso de RhoB pueden sufrir las dos modificaciones lipidicas o ser
farnesiladas como en el caso de TC10 y RhoD (Wennerberg K. et al. 2004).

2.2.3 RhoA.

RhoA es el miembro prototipo de la subfamilia de proteinas que lleva su nombre.
Esta subfamilia la integran tres isoformas: RhoA, RhoB y RhoC. Estas tres
proteinas se encargan basicamente de la regulacién del citoesqueleto y del
ensamblaje de las fibras de estrés de actina. (Wheeler AP. et al. 2004). La
secuencia de aminoacidos de RhoA, Rho B y Rho C es altamente homéloga (85%

de identidad), y difieren principalmente en C-terminal.

RhoA y células musculares lisas

Un gran numero de evidencias, han demostrado la importancia de RhoA en la
fisiologia vascular. En las CML, RhoA patrticipa en la contraccion, la diferenciacion,
y en la migracién y proliferacién celular. En la contraccion de CML, RhoA es
reconocida hoy en dia como el principal regulador de la sensibilizacion al calcio de
las proteinas contractiles (Pfitzer G. 2001). Esto le permite regular la contracciéon a
través de una de sus proteinas diana la quinasa asociada a Rho (Rho-associated
kinase, ROCK/Rho kinase/ROK) (ver apartado 2.2.4) que actia sobre la

fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (myosin light chain, MLC).
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RhoA es una proteina critica en el control de la diferenciacién de las CML a
través de la regulacién de la transcripcion dependiente del factor de respuesta a
suero (serum response factor, SRF). La diferenciacion de las CML esta marcada
por la expresion de proteinas del citoesqueleto y contractiles. Esta expresion esta
coordinada por SRF (Miano JM. 2003), cuya localizacion celular es regulada por
RhoA, que de este modo modifica la expresion de genes involucrados en la
diferenciacion celular (Liu HW. et al. 2003). Diferentes estudios han demostrado
gue una inhibicién de RhoA produce una disminucion de la expresiéon de genes de
marcadores de la diferenciacion de las CML (Loirand G. et al. 2005).

La inhibicién directa de RhoA o de su efector ROCK inhibe la migracion de
las CML inducida por el PDGF, el acido lisofosfatidico o la trombina. Este efecto se
produce mediante mecanismos dependientes e independientes de la fosforilacion
de MLC (Ai S. et al. 2001; Seasholtz TM. et al. 1999). Ademas, también esta
involucrada la fosforilacion de proteinas asociadas a las adhesiones focales (Liu B.
et al. 2002).

RhoA esta involucrada en la proliferacién de las CML inhibiendo proteinas
que regulan el transito del ciclo celular como p27XP! y la p21°P*a™ (Seibold S et
al. 2004; Hengst L. Reed SI. 1996; Lai JM. et al. 2002). Ademés, RhoA activa
diferentes factores de transcripcion como CREB y SRF (Han JS. et al. 2003;
Lockman K. et al. 2004) y vias de sefializacion como la p38 MAPK (Han JS. et al.
2003), e induce la expresion de genes como c-fos y c-jun (Marinissen MJ. et al.
2004). La inhibicion de la isoprenilacion de las proteinas Rho y Ras por estatinas,
inhibe la proliferacion de las CML (ver apartado 2.3.2). Este proceso es revertido
por el geranilgeraniol, pero no por el farnesol, o que subraya la importancia que

tienen las proteinas Rho en la proliferacion celular.

2.2.4 RhoA y ROCK

La quinasa asociada a Rho (ROCK/Rho-Kinase/ROK) es una proteina efectora de
RhoA a la cudl se une para realizar la mayoria de sus funciones bioldgicas. ROCK
es una proteina quinasa de residuos Ser/Thr que presenta dos isoformas
(ROKa/ROCK2 y ROKB/ROCK1) que se expresan diferencialmente en los tejidos.
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RhoA unida a GTP interactda con la regién C-terminal de ROCK donde
encontramos un dominio de unién a RhoA (RB). En esta misma zona pero mas
hacia el extremo C-terminal, encontramos un dominio con homologia a la
plecstrina (PH) que interactla con la zona catalitica de la propia proteina,
inhibiendo asi la funcion transfosforilasa de ROCK. Cuando RhoA interactua con el
domino RB de ROCK, produce un cambio conformacional que libera el domino PH
y activa la proteina. El principal substrato de ROCK es la fosfatasa de la MLC.
Este es un enzima que en estado activo desfosforila la MLC, de forma que inhibe
la contraccion celular. Cuando RhoA se une a ROCK, ésta se activa y puede
fosforilar la fosfatasa de la MLC, que queda inactiva y no puede desfosforilar a la
MLC. Cuando ROCK esta activa también fosforila a MLC directamente
aumentando asi la respuesta contractil (Amano M. et al. 2000). Mediante este
mecanismo RhoA interviene en la formacion de fibras de estrés y las adhesiones
focales. Utilizando inhibidores de ROCK (como por ejemplo el Y-27632), se ha
estudiado el papel de este enzima en diferentes vias de sefializacion. Asi se ha
descrito el papel critico de ROCK en la sintesis de DNA y la estimulaciéon de la
migracion en las CML (Seasholtz TM. et al. 1999). ROCK también participa en los
procesos de activacion celular regulados por RhoA (ver apartado 2.2.3).

El activador mejor conocido para ROCK es Rho, pero ROCK puede ser
activada por otros medios. Por ejemplo, durante la apoptosis, la caspasa 3 es
capaz de cortar el extremo C-terminal de ROCK, produciendo su activacion y

como resultado cambios en membrana y citoesqueleto (Coleman ML. et al.. 2001).

2.3 Estatinas

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa (estatinas), han revolucionado el
tratamiento de la hipercolesterolemia. Son los farmacos mas eficientes y mas
utilizados para reducir los niveles de colesterol en plasma. Las estatinas fueron
descritas por primera vez en 1971 por Endo y Kuroda. Estos autores detectaron
la presencia de compuestos activos procedentes de Penicillum citrinum que
inhibian la HMG-CoA reductasa. El primer compuesto identificado fue la

mevastatina, (Endo A. 2004). En 1987 se aprob6 en EEUU la comercializacion
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para uso humano de la lovastatina. Los estudios en modelos animales y los
ensayos clinicos con estatinas (Group 4S. 1994; LIPID, 1995; WOSCOPS 1992;
AFCAPS, Downs JR. et al. 1998; PROVE-IT, Cannon CP. et al. 2002; MIRACL,
Waters DD. et al. 2002; REVERSAL, Nissen SE. et al. 2004; ASCOT, Sever PS
et al 2001; TNT, Waters DD. et al. 2004 ), han puesto de manifiesto la estrecha
relaciéon de los niveles circulantes de LDL con la progresion de las lesiones

aterosclerdticas y con el riesgo de muerte asociada a cardiopatia isquémica.

2.3.1 Efectos pleiotropicos de las estatinas

Debido a la asociacion entre niveles de colesterol y enfermedad coronaria, la
reduccién de los niveles de LDL por estos farmacos parece ser la principal causa
de su beneficio clinico. Sin embargo, en los ultimos afios se han acumulado
evidencias que sugieren que el éxito de las estatinas puede no deberse
Unicamente a la reduccion de los niveles plasmaticos de LDL. Asi el analisis de
subgrupos de pacientes de algunos ensayos clinicos, como el CARE (Sacks FM.
et al. 1996) y el WOSCOPS, sugiere que con niveles de LDL comparables, los
pacientes tratados con la estatina presentan menor riesgo cardiovascular. Las
estatinas inhiben la via de sintesis del mevalonato (ver figura 8), en una de sus
primeras reacciones (HMG-CoA reductasa), por lo que afectan no sélo a la
biosintesis del colesterol, sino también a la de otros compuestos funcionalmente
importantes para la célula. En particular las estatinas reducen la disponibilidad
celular de farnesilpirofosfato y geranilgeranilpirofosfato (ver apartado 2.1). La
incorporacion postransduccional de estos productos en las proteinas
isopreniladas, es imprescindible para que estas se localicen en la membrana
plasmatica y participen en la transduccién de sefiales y en la organizacion del
citoesqueleto celular (ver apartado 2.2.2). Por este motivo son decisivos en la
regulacién de procesos vitales para la célula como el trafico de macromoléculas
a través de la membrana, el transporte intracelular, la migracion y la proliferacion
celular. Uno de los ejemplos mas claros del efecto pleiotropico de las estatinas
se observa en la sintesis de NO. En muchos estudios se ha observado que las

estatinas aumentan la sintesis de NO mediante la regulacion de la eNOS. En

26



Introduccién ——

presencia de estatinas, aumenta la vida media del mMRNA de eNOS, y por tanto
la sintesis de NO. Este efecto es revertido por el geranilgeraniol, lo que sugiere
gue intervienen proteinas geranilgeraniladas (Martinez-Gonzalez J. et al. 2001).
Al inhibir Rho (proteina geranilgeranilada) o su efector ROCK, el resultado
obtenido sobre eNOS es similar al de las estatinas. Esto implica, que a través de
la inhibicion de la prenilacion de Rho, las estatinas producen un aumento de
eNOS (Laufs U, Liao JK. 1998).

Ya sea debido exclusivamente a la reduccion de los niveles de LDL o con
la participacién de los efectos pleiotropicos, numerosos estudios indican que las
estatinas mejoran la funcion endotelial, exhiben propiedades antiinflamatorias y
antiproliferativas, y modulan el estrés oxidativo y la trombosis, efectos todos ellos
que se traducen en la estabilizacion de las lesiones (Martinez-Gonzalez J,
Badimon L. 2003).

Se ha observado también, que al interferir la isoprenilacion de las
proteinas de las familias Rho y Ras, las estatinas interrumpen las vias de
transduccion de sefales a través de las cuales diferentes factores de crecimiento
inducen la expresién de protooncogenes y promueven la proliferacion de las

CML vasculares como se describe en el apartado 2.2.3.
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3. Receptores Nucleares

3.1 Introduccion

Existen pequefias moléculas lipofilicas como las hormonas esteroidales,
hormonas tiroideas o la forma activa de la vitamina A (retinoides) y de la vitamina
D, que juegan un papel muy importante en el crecimiento, desarrollo,
metabolismo, reproduccion y morfogénesis de muchos organismos y entre ellos
los seres humanos. Estas moléculas realizan su funcion a través de receptores
nucleares que actian como factores de transcripcion inducibles por union a
ligando. Es decir, el receptor nuclear se activa al unirse a su ligando y se produce
la transcripcion de los genes regulados por este.

Desde que se clond el primer receptor nuclear hace ya mas de dos
décadas, estos no se han dejado de estudiar e investigar permitiendo averiguar
nuevos conceptos de su estructura, funcionalidad y regulacion (Aranda A. Pascual
A. 2001). Gracias a este conocimiento hoy dia sabemos que la respuesta
transcripcional de los receptores nucleares no se regula solo por su unién al DNA,
sino también por la presencia de co-reguladores (coactivadores y co-represores)
que son cruciales para transmitir la sefial hormonal a la maquinaria
transcripcional. Cuando se clonaron los receptores para los glucocorticoides y los
estrogenos, se observé que estos tenian una gran homologia con el oncogen v-
erbA permitiendo el descubrimiento del locus c-erbA como el receptor de las
hormonas tiroideas. La comparacion de estas secuencias con otras y la utilizaciéon
de librerias de cDNA en busca de homologias, ha abierto la posibilidad de
caracterizar mas de 50 receptores en la Ultima década, dando a conocer nuevas
respuestas hormonales y definir el concepto de “endocrinologia reversa”, en la
cual la caracterizacion del receptor precede al conocimiento de la funcion
fisiologica del mismo (Aranda A. Pascual A. 2001). Para muchos de estos
receptores caracterizados se desconoce actualmente su ligando, por lo que han

pasado ha denominarse huérfanos. El primer receptor huérfano que se clon6 fue
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el receptor del retinoide X. Gracias a la “endocrinologia reversa”, se encontré su
ligando, el acido-9-cis retinoico, y de esta forma se pudo entender mejor los
procesos fisioldgicos regulados por los retinoides. En los Ultimos afios han sido
encontrados muchos ligandos de estos receptores huérfanos, entre ellos hay
moléculas como acidos grasos, leucotrienos, derivados del colesterol y derivados
de benzoatos,. Pero existen otros muchos receptores nucleares huérfanos a los
cuales no se les ha podido encontrar ligando y se cree que algunos de ellos
actuarian constitutivamente, o se activarian mediante una modificacién covalente
como la fosforilacion. Los receptores nucleares huérfanos juegan un papel clave
en el desarrollo y en la homeostasis, pero se ha observado también que se
encuentran relacionados con diferentes enfermedades entre las que se
encuentran aterosclerosis, cancer, diabetes y desordenes lipidicos. La relacion de
estas enfermedades y los receptores nucleares huérfanos hace que se hayan
dedicado muchos estudios a estos, concentrados en la busqueda de nuevas

drogas agonistas y antagonistas, para poder regular su actividad.

3.2 La superfamilia de los receptores nucleares.

Los receptores nucleares se engloban todos bajo una misma superfamilia que

tienen un ancestro comuan. Segun el analisis evolutivo existen 6 clases diferentes

(Laudet V. 1997). Podemos ver una clasificacion de algunos de los receptores

nucleares mas destacados, segun su clase (ver tabla 1):

e Clase I: Es una subfamilia amplia y est4 formada por el receptor de hormonas
tiroideas (TR), el receptor del acido retinoico (RAR), el receptor de la vitamina
D (VRD), el receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPAR) y
algunos receptores nucleares huérfanos entre otros.

e Clase II: Entre los miembros de esta subfamilia encontramos el receptor del
retinoide X (RXR), que destaca porque se activa uniéndose al acido-9-cis
retinoico, pero sobretodo porque juega un papel importante en la sefializacion
de los receptores nucleares ya que se une con otros receptores para formar

heterodimeros.
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e Clase lll: Podemos destacar dos miembros importantes de esta subfamilia el

receptor de esteroides, y el receptor relacionado con estrogenos.

Receptor de dcido

Clase I ..
retinoico

e Clase IV, V, VI. Encontramos receptores nucleares huérfanos entre los cuales
NGFB-I, FTZ-1/SF-1 y GCNF.
L . M,
Clase |Receptor] Sub Descripcion Ligando E.R. H D
™ Receptor de hormonas Hormonas | Pal; DR-4; H
tiroideas tiroideas IP
o o DR-3;
VRD Receptor de vitamina D | Vitamina D3 IP-9 H
Acido all-
trans-
retinoico
Receptor activado por | Eicosanoides;
PPAR a, B,y proliferadores TZDs; DR-1 H
peroxisomales 15dP6J2; AGP
| LXR | op | Receptor Hepdtico X
Acido
Clase IT RXR a, B,y | Receptor de Retinoide X 9-cis Pal; DR-1 | DH
retinoico
GR Receptor de Glucocor-
gulcocorticoides ticoides
ClaseIIT | ER | a8 | Receptor de estrégenos Estradiol | Pal | D |
R :
estrogenos
Clon B inducido por por : M
C - , B, Pal; DR- '
=L = Gk : .
i ) [
e I I i e I
germinal
Tabla 1 Clasificacion de receptores nucleares: Clasificacion segln Subfamilia de los
receptores nucleares mas destacados. Forma de unirse al DNA: M=Mondmero,
D=Homodimero, H=Heterodimero. Configuracién del elemento de respuesta a hormonas
(HRE): , DR=Repeticién directa, Pal=Palindroma, IP=Palindroma Invertido. NGF=Factor de
Crecimiento Nerviosoo, TZDs=Tiazolidinedionas, 15dPGJ2= 15-Deoxy-12,14-Prostaglandina
J2.

Los receptores nucleares regulan la transcripcién de los genes uniéndose a
su promotor en unas secuencias determinadas denominadas elementos de

respuesta a hormona (hormone response element). La mayoria de HRE estan
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formados por dos secuencias hexaméricas separadas por un niumero de pares de
bases que oscila entre 0 y 5. Estos HRE pueden estar configurados como un
palindroma, palindromas invertidos, 0 como repeticiones directas.

Los receptores nucleares se unen al DNA como dimeros en la mayoria de
los casos. Pueden hacerlo como homodimeros, caso de los receptores de
esteroides, o formando heterodimeros con el RXR (en la mayoria de los casos).
Algunos receptores nucleares huérfanos son capaces de unirse al DNA de forma
monomeérica, realizando uniones adicionales con bases que se encuentran 5’ a

través de la region CTE.

3.3 Estructura de los receptores nucleares

Los receptores nucleares presentan una estructura modular con diferentes

regiones auténomas. En un receptor nuclear tipo, estas regiones autbnomas son

las siguientes:

¢ Regidn A/B: Situada en el extremo N -terminal, es la region que presenta mas
variabilidad entre los diferentes receptores nucleares. La mayoria de las
isoformas de un receptor nuclear dentro de una misma subfamilia, se deben a
variaciones en esta region, producidas por empalme (splicing) diferencial, por
la utilizacion de promotores diferentes o por lugares de inicio de traduccion
diferentes. Dentro de esta regién encontramos un dominio denominado AF-1,
el cudl tiene funcion de activacion transcripcional y contribuye a la activacion
constitutiva del receptor nuclear independiente de ligando.

e Dominio de union a DNA (DBD) o region C: Es el dominio mas conservado
entre los receptores nucleares y permite reconocer secuencias diana en el
DNA vy activar genes. El DBD contiene 9 residuos de cisteina junto a otros
aminoacidos, presentes en toda la superfamilia de receptores nucleares y que
son requeridos para unirse al DNA. Este dominio esta constituido por dos
dedos de cinc que ocupan de 60 a 70 aminoacidos entre los cuales
encontramos 4 de las cisteinas conservadas en cada uno de los dedos
compartiendo entre ellas un i6n de Zn?*. Los aminoacidos requeridos para el

reconocimiento de secuencias de DNA se encuentran en el primer dedo de
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cinc y se denomina Caja P, mientras que en el otro dedo encontramos otra
secuencia de aminoacidos denominada Caja D que se encarga de la
dimerizacién del receptor nuclear. Los dos dedos de cinc se pliegan de forma
conjunta para formar una estructura compacta constituida por dos hélices o
dispuestas perpendicularmente una a la otra. La primera hélice se une al surco
mayor del DNA estableciendo contactos con bases especificas. Finalmente
dentro de esta regién encontramos una zona denominada CTE situada en la
extension C-terminal del DBD. Es una region de 25 aminoacidos que forma
una tercera hélice que se empaqueta con la hélice 1 y est4 involucrada en la
union a DNA.

Regién D o de bisagra: Se denomina de bisagra porque actla de unidn entre
el LBD el DBD permitiendo giros entre las dos partes de la molécula. Es una
zona que no esta bien conservada entre los diferentes receptores nucleares.
En esta region encontramos las sefales de localizacion nuclear y se ha visto
gue la mutacion de ciertos aminoacidos de este dominio, inhibe la interaccion
del receptor nuclear con los corepresores.

Dominio de unién al ligando (LBD) o Region E/F: Este es un dominio
multifuncional que ademas de encargarse de la unién a ligando, media en la
homo- y la heterodimerizacion, en la interaccion con proteinas de choque
térmico, en la actividad transcripcional dependiente de ligando, y en algunos
casos, en la represion transcripcional reversible de hormonas. El LBD contiene
dos regiones conservadas, una denominada “signature motif” o Ti y otra region
denominada AF-2, situada mas a C-terminal de LBD y responsable de la
activacion transcripcional dependiente de ligando. El LBD esta constituido por
12 hélices a dispuestas en tres capas antiparalelas a forma de sandwich de
hélices. La capa central del sandwich esta empaquetada a su vez por dos
capas de hélices, formando una cavidad denominada bolsillo de union a
ligando, la cual basicamente es hidrofdbica y se localiza en la mitad inferior del
LBD. Dicho bolsillo es el lugar donde se acomoda el ligando, observandose un
cambio conformacional del receptor nuclear cuando se produce esta

interaccion. En el momento de la unidn, la hélice doce que se proyectaba
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externamente, cambia de conformacién y se empaqueta hacia el interior
permitiendo a la region AF-2 interactuar con diferentes cofactores. (figura 11).

Conformacion
unido al ligando

Helix H12 ¥
E

AF-1 bE::g | Ligand binding |
AF-2

Dimerizacién

Figura 11: Estructura de un receptor nuclear: a) Estructura
general de un receptor nuclear donde podemos observar las
diferentes regiones A/B, C, D, E y F. Se presenta también la
localizacion de los dominios AF-1y AF-2, asi como la secuencia
NLS de localizacién nuclear. b) Esquema de los dedos de Cinc
de los receptores nucleres. Disposicion adoptada en el momento
de la dimerizacién donde observamos la unién entre las dos
cajas D, y la union de las cajas P al surco mayor del DNA. ¢)
Plegamiento de las 12 hélices a situadas en la region E de unién
al ligando. Se muestra el cambio conformacional que sufre la
hélice 12 al unirse el ligando al receptor nuclear. Adaptado de
Altucci L. et al. 2001.
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3.4 Regulacion de la expresion génica por receptores nucleares.

Los promotores de los genes transcritos por la RNA polimerasa Il (RNA pol Il) son
reconocidos por dos tipos de factores de transcripcion: los factores de
transcripcion basal (FTB) que interaccionan con elementos del nucleo del
promotor y con la RNA pol Il, y factores de transcripcion especificos de secuencia,
entre los cuales estan los receptores nucleares. Estos regulan la actividad de los
FTB regulando asi la transcripcion génica. Los receptores nucleares interaccionan
con los FTB mediante diferentes moléculas conocidas con el nombre de
cofactores, coactivadores y corepresores ejerciendo asi su funcién de factores de

transcripcion.

3.4.1 Coactivadores

Los coactivadores son los responsables de unir los receptores nucleares con los
cofactores y la maquinaria basal de transcripcién. Los coactivadores pueden
interaccionar de diferentes maneras con los receptores nucleares, pero
principalmente lo hacen a través de AF-1 y AF-2. Los coactivadores pueden
unirse al dominio AF-1 de manera independiente de ligando, aunque este proceso
puede estar regulado por diferentes mecanismos como puede ser fosforilacion. La
interaccion al dominio AF-2 depende de la union de ligando. Al unirse el ligando
se produce un cambio de conformacién del LBD y los cofactores pueden irse al
dominio AF-2. Aunque este sea el paradigma clasico de la activacion de los
receptores nucleares, existen grandes excepciones que se explican mas abajo.

Se han encontrado diferentes familias de coactivadores. El primer
coactivador que se encontrd fue SCR-1 (Onate SA. et al. 1995), el cual pertenecia
a la familia p160. Este coactivador interacciona con los receptores nucleares de
manera dependiente de ligando del dominio AF-2, aunque también se ha
observado que interacciona con el dominio AF-1 (Alen P. et al. 1999; Ma H. et al.
1999; Onate SA. et al. 1998). Los cofactores de esta familia activarian la
transcripcion a travées de diferentes mecanismos, por ejemplo pueden
interaccionar con el cofactor CBP y ademas tienen la actividad intrinseca histona
acetil transferasa (HAT).
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No todos los coactivadores son proteinas, se han identificado un RNA que
también actuaria como un coactivador (Lanz RB. et al. 1999). Este RNA se
denomina SAR y actuaria a través de un complejo nucleoriboproteico que

interaccionaria con el dominio AF-1.

3.4.2 Cofactores

Los cofactores son proteinas que unen los factores de transcripcion dependiente
de secuencia y sus coactivadores con la maquinaria basal de transcripcion. Un
ejemplo de cofactor ampliamente estudiado son las proteinas de union a CREB
(CREB binding protein, CBP) y su paralogo p300. Se ha visto que estas proteinas
interaccionan con diferentes factores de transcripcion y coactivadores de la familia
de p160 (Kamei Y. et al. 1996). Pero ademas de la funcion de proteina de anclaje,
CBP/p300 tienen actividad histona acetiltransferasa, con la cual pueden acetilar
histonas, disminuir la represion mediada por cromatina y de esta manera facilitar
la transcripcion. Otra histona acetiltransferasa implicada en la transactivacion de
los receptores nucleares es la proteina PCAF, que puede interaccionar con los
receptores nucleares (Blanco JC. et al. 1998), y también con miembros de la
familia de p160 (Korzus E. et al. 1998).

Otro complejo proteico que puede actuar como cofactor es el complejo
TRAP/DRIP, también conocido como un mediador. Esta formado por unas 14 o 16
proteinas y puede interaccionar con los receptores nucleares a través de los
dominios AF-2 de manera dependiente de ligando. ElI complejo TRAP/DRIP
podria interaccionar con diferentes proteinas, entre las cuales hay que destacar la
subunidad grande de la RNA pol Il. De esta forma recluta la polimerasa para

activar la transcripcion del gen diana.

3.4.3 Corepresores

Existen diferentes receptores nucleares que en ausencia de su ligando actian
como un represor de la transcripcion (Graupner G. et al. 1989). Se cree que este
fendmeno se debe a que estan asociados a diferentes proteinas llamadas

corepresores. Los dos primeros corepresores que se encontraron son los gue se
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conocen mejor su mecanismo de accién, estan estructuralmente relacionados vy
son el corepresor nuclear (NcoR) (Horlein AJ. et al 1995), y el mediador
silenciador para receptores de retinoico y de hormona tiroidal (SMRT) (Chen JD. et
al. 1995). En condiciones en las cuales no hay ligando, los corepresores estan
fuertemente unidos al receptor nuclear impidiendo que se pueda activar la
transcripcion. Una vez unido al ligando, y gracias al cambio conformacional que se

produce, el corepresor pierde afinidad por el receptor nuclear y se libera.

3.4.4 Interaccion de los receptores nucleares con las otras vias de
transduccion de sefales.
Inicialmente los efectos de los receptores nucleares sobre la expresion génica se
atribuyeron al hecho de que pueden unirse al DNA y de esta forma regulan la
actividad de los promotores de los cuales son diana. Hoy en dia se sabe a parte
del mecanismo anterior, que existe la modulacibn de diferentes vias de
transduccion de sefales. Los primeros datos vinieron al descubrir mecanismos
moleculares de la accién antiinflamatoria y antiproliferativa de los glucocorticoides
y los glucoretinoides. Se observé que estos receptores nucleares inhibian la
actividad del factor de transcripcion AP-1 (Yang-Yen HF. et al. 1990; Schule R. et
al. 1990). Posteriormente se encontraron que también podian inhibir el efecto
sobre NF-xB (Hass R. et al. 1992) o sobre CREB (Chatterjee VK. et al . 1991).
Los mecanismos moleculares implicados en este proceso pueden ser variados y
dependen del estimulo y del tipo celular (Karin M, Chang L. 2001). Estos
mecanismos pueden ser por competencia por los cofactores, por interacciones
directas, o por la inhibicion de diferentes proteinas quinasas. En cualquier caso el
receptor nuclear tiene que estar unido a su ligando, pero en una conformacion
diferente a la que este adopta cuando se une al DNA.

Por tanto, los receptores nucleares pueden modular la expresién génica a
diferentes niveles, mediante la union a sus elementos de respuesta, 0 modulando
la actividad de diferentes vias de transduccion de sefales. El hecho de que estén

regulados por moléculas pequefias e hidrofébicas (en el caso de la mayoria de
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ellos), hace que sea relativamente facil sintetizar moléculas que modulen su

actividad, y por tanto tener un amplio abanico de posibilidades farmacoldgicas.

3.5 NOR-1

El gen receptor nuclear huérfano derivado de neuronas 1 (neuron-derived nuclear
orphan receptor-1, NOR-1/MINOR/NR4A3), fue identificado y clonado por primera
vez en neuronas en cultivo (Ohkura N. et al. 1994) y en linfocitos T activados
(Hedvat CV. et al. 1995). Pertenece a la familia NGFI-B (NR4A) a la cual también
pertenecen los receptores nucleares Nur77/NGFI-B/NR4A1 y Nurrl/NR4A2. Estos
tres receptores son huérfanos y tienen una alta homologia en su dominio DBD y
moderada en el LBD. La familia NR4A esta involucrada en diferentes funciones:
NOR-1 es clave en el desarrollo embrionario (DeYoung RA. et al. 2003), Nurrl
para el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas (Zetterstrom RH. et al. 1997),
NOR-1 y Nur77, juegan un papel importante en la apoptosis de timocitos en la
seleccién positiva (Cheng LE. et al. 1997; Woronicz JD. et al. 1994), ademas se ha
visto que estos dos receptores participan de la proliferacion de diferentes tipos
celulares, (Ponnio T. et al. 2002; Kolluri SA. et al. 2003) y que NOR-1 juega un
papel clave en la modulacion de la proliferacién y migracion de células musculares
lisas y que se sobreexpresa en lesiones arteriales humanas (Martinez-Gonzalez J.
et al. 2003). Los genes de esta familia son de respuesta rapida frente diferentes
factores de crecimiento (Martinez-Gonzalez J, Badimon L. 2005), siendo su
actividad regulable por la cantidad de proteina disponible, pero también por otros

mecanismos.

3.5.1 Unidn al DNA.

Los miembros de la familia NGFI-B pueden unirse al DNA de diferentes formas.
Primeramente se observé que se unian de forma monomérica al elemento de
respuesta a NGFI-B (NGFI-B response element, NBRE) (Wilson TE. et al. 1991).
Este esta formado por 8 bases que son la secuencia hexamérica tipica de los
receptores nucleares precedidas de dos adeninas. En este caso, para establecer

la union de la proteina al DNA, se requiere, ademas de la presencia de la caja P,
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residuos de la region CTE. Mas adelante se encontré que miembros de la familia
NGFI-B pueden unirse al DNA formando homodimeros y heterodimeros entre
ellos, en los elementos de respuesta a Nur77 (Nur77 response element, NURE).
(Philips A. et al. 1997, Maira M. et al. 1999). Estos elementos estan compuestos
por dos repeticiones invertidas de la secuencia NBRE, separadas por 6
nucleotidos. Ademas tanto Nur77 como Nurrl, pueden unirse a DR5
heterodimerizando con RXR (Zetterstrém RH. et al. 1996).

3.5.2 Estructura génicay proteica de NOR-1

En el genoma humano, el gen que codifica para NOR-1 esta situado en el
cromosoma 9¢22, esta constituido por 8 exones, con una estructura exones-
intrones parecida a la que tienen otros receptores nucleares (Ohkura N. et al.
1996). Parece ser que podria haber diferentes isoformas de NOR-1 producidas por
splicing diferencial (Ohkura N. et al. 1998) (Figura 12). NOR-1§ se diferencia de
NOR-1a por tener el exén 3 mas largo (exén 3B), pero este hecho no afectaria en
la secuencia de la proteina. Las otras dos diferencias vendrian causadas por
variantes producidas en el exdn 5. Al usar el exén 5B, se produciria una proteina
truncada debido a que aparece una sefial de parada de la traduccién en la
secuencia del mensajero. Esto produciria una proteina sin LBD. En el caso de
NOR-1 esta proteina no se ha encontrado, ain que si se ha identificado su cDNA
correspondiente en una libreria de cDNA de musculo esquelético (Labelle Y. et al.
1995). En el caso de Nurrl, la correspondiente proteina paralogo actia como
dominante negativo, posiblemente porque se puede unir al DNA, pero al no tener
LBD no puede transactivar (Ohkura N. et al. 1999).
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Figura 12 .Esquema de los diferentes transcritos que se pueden generar a partir del gen de
NOR-1 por splicing diferencial. Se pueden generar hasta cuatro isoformas diferentes.

Como ya se ha comentado, en la mayoria de los receptores nucleares el
dominio AF-2, presente en el LBD, es clave para la uni6 de diferentes
coactivadores. Parece ser que en el caso de NOR-1 y Nur77 no se sigue este
paradigma. Sorprendentemente tanto en el caso de NOR-1 (Wansa KD. et al.
2003) como en el caso de Nur77 (Wansa KD. et al . 2002). El LBD interacciona de
forma débil con diferentes cofactores. Parece ser que la activacién con cofactores,
en especial de la familia p160, se produce a través del dominio AF-1 situado en el
extremo NH; -terminal. Este dominio también puede reclutar otros coactivadores
como CBP o elementos del complejo DRIP/TRAF. Ademas la unién de p160 a AF-
1 promueve una union intramolecular con el LBD, posiblemente para estabilizar el
complejo receptor-coactivadores.

La divergencia en el mecanismo de regulacion con otros receptores
nucleares, parece ser causada por un cambio en la topologia del domino AF-2 de
estas proteinas. En estudios de modelaje molecular de NOR-1 (Wansa KD. et al.
2003), y de Nur77 (Wansa KD. et al. 2002), asi como en el analisis cristalografico
con rayos X del ortélogo de la familia en Drosophila, GHR 38 (Baker KD. et al
2003), se ha visto que la topologia del LBD no permite una correcta interaccion
con los cofactores. A diferencia de lo que pasa en la mayoria de los receptores
nucleares donde existe un surco hidrofébico en el dominio AF-2 necesario para la
interaccion con los coactivadores, en la familia NR4A existen diferentes residuos

hidrofilicos que rompen la continuidad del surco. Ademas parece que GHR38 tiene
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un bolsillo de union al ligando bastante peculiar y parece ser que poco funcional.
El espacio de este bolsillo esta ocupado por cadenas laterales de 4 fenilalaninas
que practicamente ocupan todo el espacio dejando tan solo un espacio de 30 A?,
el cual es insuficiente para permitir la union de una molécula organica. Por tanto,
parece ser que no hay espacio suficiente para que se pueda unir un hipotético
ligando. El estudio cristalografico de Nurr-1 también muestra la imposibilidad de
union de cofactores al dominio AF-2 o a un ligando (Wang Z. et al. 2003), sin
embargo su LBD presenta una alta actividad transcripcional mediante un
mecanismo no clasico.

Ademas en los receptores nucleares existe un residuo de arginina
conservado cuya funcién es ayudar al anclaje del ligando, pero en el caso de esta
familia, se conserva el residuo, pero esta orientado hacia el solvente. Todos estos
datos sugieren que ni el receptor GHR 38 ni Nurrl, tienen ligando, por lo menos
ninguno que siga el modelo estandar de los receptores nucleares. El hecho que
estos receptores tengan una homologia significativa con NOR-1 en el LBD, y en
concreto estén conservadas las 4 histidinas que ocupan el bolsillo de unién al
ligando, junto con el hecho de que el LBD de NOR-1 no pueda unirse a los
cofactores clasicos de los receptores nucleares, hace hipotetizar que NOR-1

tampoco tiene ligando.
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4. Mecanismos de transduccion de senales.

Las células responden a las alteraciones del ambiente 0 a sefiales provenientes
de otras células, mediante diferentes mecanismos entre los que destaca los
cambios de la expresion génica. Este mecanismo esta regulado por vias de
transduccion de sefales, que integran un estimulo extracelular o intracelular, y

activan/reprimen a los factores de transcripcion que regulan la actividad génica.

4.1 Proteinas G heterotriméricas

A través de receptores que existen en membrana, las células son capaces de
recibir sefiales externas. Estos receptores estan asociados a alguna actividad que
les permita transmitir la sefial al interior celular. La actividad puede ser enzimética
(como los receptores tirosina-quinasa), puede ser a través de canales ionicos, 0
mediante la activacion de proteinas G. Los receptores con esta propiedad se
denominan receptores acoplados a proteinas G (G protein coupled receptors,
GPCRs). Estos receptores estdn caracterizados por poseer 7 dominios
transmembrana, y una amplia gama de ligandos entre los que podemos destacar
la S1P, el LPA y la trombina. Cuando los ligandos se unen a sus receptores se
activan una serie de proteinas G que inducen diferentes vias de sefalizacion.

Las proteinas G estan constituidas por tres subunidades o, B y y, aunque
funcionalmente hablamos de dos: Ga y GBy . Cuando los GPCRs son activados
por su ligando, se produce un intercambio del GDP presente en subunidad Ga por
GTP, esto conlleva un cambio conformacional de la proteina, promoviendo la
disociacion de las dos subunidades funcionales. Cada una de estas dos
subunidades activara diferentes efectores.

Existen cuatro familias de subunidades Ga.:

Gs: Proteinas que activan la adenilato ciclasa (AC) enzima responsable de la
produccién del adenosin-3’-5’-monofosfato ciclico (cCAMP). También puede

modular la actividad de diferentes canales i6nicos.
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Gi: Modulan diferentes canales idnicos y fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos,
e inhiben la actividad de la AC. La toxina bacteriana pertlasica inhibe a las
proteinas de esta familia, exceptuando Ga,.

Ggq: Activan la fosfolipasa Cg (PLCg), que hidroliza el fosfatidil inositol-4-5-bifosfato
(PIP,), generando dos mensajeros secundarios, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). El IP; promueve un aumento de los niveles citosolicos de
calcio a través de la abertura de canales de calcio del reticulo endoplasmatico, y el
DAG activa diferentes proteinas quinasas C (PKC).

Gi2: Regulan la actividad de proteinas G pequenias.

La subunidad Gy también puede activar diferentes vias de sefalizacion.
Existen alrededor de 6 subunidades By 12 de y que se combinan para abarcar un
amplio numero de efectores. De esta forma se ha visto que modulan la actividad
de diferentes PLCg, de la AC, de proteinas tirosina-quinasa citosolicas como la

Src, y de diferentes quinasas dependientes de fosfoinositol-3-fosfato (P13K).

4.2 Proteinas quinasas

Catalizan la adicion de un grupo fosfato procedente de ATP a otra molécula.
Pueden actuar sobre glucidos, lipidos o proteinas. Si actlan sobre proteinas
podemos distinguir dos tipos de proteinas quinasas: serin-treoninas quinasas que
fosforilan residuos serinas o treoninas (como la PKA o la PKC), y tirosina-

guinasas que actuan sobre residuos tirosina (como el receptor de VEGF).

4.2.1 Proteina quinasa A (PKA)

La PKA es dependiente de cAMP. En condiciones basales la proteina esta inactiva
formando un tetrdmero constituido por dos subunidades: una reguladora
(subunidad R), y otra catalitica (subunidad C) (Walsh DA. et al. 1968). Cuando
aumentan los niveles de cAMP, este se una a la subunidad R, provoca un cambio
conformacional en la proteina, que produce una disociacion de las subunidades C
y R, quedando PKA cataliticamente activa (Kopperud R. et al. 2003).
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Ademas de este mecanismo, también se ha observado que la subunidad C
puede estar inactiva unida a NF-kB-lkB. Cuando IxB se degrada, se activa el

complejo, la subunidad C queda libre, y PKA se activa (Zhong H. et al. 1997).

4.2.2 Proteina quinasa C (PKC)
PKC es una familia de serin-treonina quinasas reguladas por diferentes estimulos
y que se pueden clasificar en 4 grupos segun estructura primaria y mecanismos de
regulacion.
PKC convencionales (cPKC): Formado por PKCa, PKC Iy Bll, y PKCy. Para
activarse necesitan unirse a DAG, calcio y fosfatidilserina (PS).
PKC nuevas (nPKC): Esta formado por PKC3, PKCg, PKCn, y PKCO. También
necesitan unirse a DAG y PS pero no a calcio.
PKC atipicas (aPKC) Estad formado por PKCE y PKCA. Para su activacion no
necesitan ni DAG ni calcio, pero si PS.
PKCu: También conocida como PKD. Igual que las aPKC no se regula ni por
calcio ni por DAG, pero si por PS.

Las PKC para activarse deben de ser fosforiladas en el dominio catalitico.
Una de las posibles PKC quinasas podria ser la proteina quinasa dependiente de
fosfoinositol-1 (phosphoinositoid-dependent kinase-1, PDK-1) (Chou MM. et al.
1998, Dutil EM. et al. 1998). Las diferentes PKC pueden fosforilar proteinas
involucradas en multiples procesos celulares como la proliferaciéon y la migracion.

Esto sucede en el caso de las MAPK.

4.3 Via de las MAPK

Las MAPK son una familia de serin-treonina quinasas que regulan diversos
procesos celulares claves como son la proliferacion, la migracion o la apoptosis
(Pearson G. et al. 2001). Generalmente, las MAPK necesitan ser fosforiladas en
un residuo de treonina y otro de tirosina, separadas por un residuo variable (TXY),
para ser activadas. La activacion de las MAPK se produce por una cascada de
fosforilacion consecutiva en la que interviene como minimo dos quinasas mas. Las

MAPK quinasas (MKK) son unas quinasas que tiene un dominio serin-treonina
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guinasa y otro domino tirosina quinasa, de forma que puede activar a las MAPK.
Las MKK son activadas por fosforilacion por las MKK quinasas (MKKK). Este
conjunto de tres quinasas forman modulos independientes que responden a
diferentes estimulos.

Las MKKK pueden estar reguladas por otras quinasas (MKKKK) o proteinas
G pequefias como Ras y Rho. Las diferentes quinasas de la via pueden ser
desactivadas por diversas fosfatasas de residuos serin-treonina o tirosina, o
incluso una fosfatasa dual que puede desfosforilar ambos residuos en las MAPK.

Entre los diferentes médulos de las MAPK, sobretodo en el paso de MKK-
MAPK, existen multiples puntos de entrecruzamientos entre vias, aumentando la
complejidad del sistema.

Las MAPK se dividen en diferentes familias:
Quinasas reguladas por estimulos extracelulares (extracelular-stimulus
regulated quinasas, ERK): Familia formada por dos miembros ERK-1/p44MAPK y
ERK-2/p42MAPK. Son activadas por diferentes factores de crecimiento y sefiales
mitogénicas. Juegan un papel clave en el ciclo celular fosforilando y activando
diferentes factores de crecimiento como el SRF.
N-terminal Jun quinasal/proteinas quinasas activadas por estrés (jun N-
terminal kinase/stress-activated protein kinases, JNK/SAPK). Formada por tres
proteinas JNK1, JNK2 y JNK3. Son activadas por diferentes citoquinas algunas
ligadas a GPCRs y por diferentes sefiales de estrés como sustancias que
interfieren en la sintesis de DNA y proteinas.
P38 MAPK: Esta compuesta por 4 genes que pueden presentar diferentes
proteinas. Son activadas por diferentes citoquinas ligadas a GPCRs y por

diferentes sefales de estrés como el estrés térmico u osmético.

4.4 CREB

La proteina de unién a los elementos de respuesta a CAMP (CAMP response
element binding protein, CREB) es un factor de transcripcion que puede ser
activado por diferentes estimulos (Mayr B, Montminy M. 2001). Entre estos

estimulos , ademas del cAMP, destacan diferentes factores de crecimiento, el
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aumento de calcio citosélico y sefiales procedentes de integrinas o la luz
ultravioleta. CREB forma parte de una familia de factores de transcripcién a la cual
también pertenecen CREM, ATF-1y ATF-2. Estas proteinas tienen una estructura
parecida compuesta por un dominio central denominado dominio inducible por
quinasas (kinases inducible domain, KID), el cual tiene un residuo de serina
susceptible de ser fosforilado por diferentes proteinas quinasas. Flanqueando este
dominio nos encontramos dos dominios hidrofébicos ricos en glutamina
denominados Q1 y Q2. Finalmente en el dominio C-terminal, nos encontramos un
dominio basico con cremallera de leucina (bZIP) el cual es responsable de la unién
al DNA y de la dimerizacion.

Estas proteinas se pueden unir al DNA como mondémeros o dimeros en
unas secuencias denominadas elementos de respuesta a cCAMP (CAMP response
element, CRE) (Montminy MR. et al 1986; Comb M. et al 1986; Short JM. et al.
1986). CRE esta constituido por una secuencia polindromica octamérica donde en
principio CREB se une como dimero, aunque también se ha visto en numerosos
promotores solo la mitad del palindrome, siendo también funcional, aunque menos
potente.

CREB esta de forma constitutiva unido al DNA ya que la concentracion de
CREB nuclear es mayor que la constante de disociacibn a su elemento de
respuesta (Hagiwara M. et al. 1993) y ademas su fosforilacion no altera su afinidad
por el DNA. La actividad de CREB se regula por fosforilacion en la serina 133
(Gonzalez GA y Montminy M. 1989) situada en el dominio KID. La primera
proteina quinasa que se vio que podia fosforilar CREB fue la PKA. Actualmente se
sabe que puede ser fosforilada por diferentes quinasas como proteinas quinasas
dependientes de calcio/calmodulina 1I/IV (calcium calmodulin dependent kinases
[I/IV, CaMK 11/1V), p38 MAPK o la rsk entre otras.

Una vez CREB se fosforila en Ser'*?, se produce un cambio conformacional
que le permite unirse al cofactor CBP (Chrivia JC. et al. 1993). CBP, como ya se
ha explicado anteriormente, es un cofactor que puede activar la transcripcion a
diferentes niveles ya que puede servir de proteina de anclaje para la maquinaria

basal de transcripcion y ademas posee una actividad histona acetiltransferasa
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(HAT). En el caso concreto de CREB, la acetilacién de las histonas supone un
aumento del tiempo en que CREB esta fosforilado (Michael LF. et al. 2000).
También se ha observado que CBP puede acetilar directamente CREB
produciendo un aumento en la actividad transcripcional de CREB (Lu Q. et al.
2003).

Aunque de forma general parece que la acetilacién de histonas favorece la
transcripcion (Kornberg RD. Y Lorch Y. 1999), recientemente se ha observado en
levaduras (Bernenstein BE. et al 2000) y en células de mamifero (Rascle A. et al
2003, Xu M. et al 2003) que para que se produzca la expresion de algunos genes
es necesaria la actividad histona deacetilasa (HDAC). En el caso de genes
regulados por CREB esto dependeria de cada promotor, pero en el caso de genes
como NOR-1 y ICER, se ha observado que inhibidores de la actividad HDAC
disminuirian la transcripcion dependiente de CREB (Fass DM. et al. 2003).

CREB es un factor de transcripcion involucrado en numerosos procesos
celulares. En la actualidad se conocen mas de 100 genes regulados por CREB. La
mayoria de ellos pertenecen a genes involucrados en el metabolismo energético,
pero CREB también regula la expresion de genes implicados en otros procesos
celulares como la proliferacion y la apoptosis (Della Fazia MA. et al. 1997,
Dragunow M. 2004).

Por tanto CREB puede representa un punto de convergencia de diferentes
vias de transduccion de sefiales permitiendo la expresion de determinados genes

segun la necesidad de la célula.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis y Objetivos

Las LDL juegan un papel muy importante en el inicio y progresion de la
enfermedad aterosclerdtica, ya que entre otros efectos, inducen disfuncién
endotelial y promueven la activacién de las CML. Los mecanismos moleculares
a través de los cuales las LDL activan estos procesos, sélo se conocen en
parte.

NOR-1 es un receptor nuclear huérfano, que ha sido indentificado
recientemente en nuestro laboratorio como un factor de transcripcion clave en
la activacion por suero de las CML.

Teniendo en cuenta estos antecedentes formulamos la siguiente
hipotesis: “NOR-1 estad implicado en la activacion de las células vasculares
inducidas por factores crecimiento y LDL, y puede ser modulado por farmacos
que inhiben el desarrollo de la lesion aterosclerdtica”. Para comprobar esta

hipotesis se plantearon los siguientes objetivos.

e Analizar el papel de NOR-1 en la proliferacion de las CML inducida por
LDL.

e Analizar si NOR-1 esta implicado en la inhibicién por estatinas de la
proliferacion de las CML inducida por LDL y determinar el mecanismo.

e Analizar el papel de NOR-1 en la proliferacion de las CE inducida por
mitogenos (VEGF).
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| nvolvement of Neuron-Derived Orphan Receptor-1
(NOR-1) in LDL-Induced Mitogenic Stimulus in Vascular
Smooth Muscle Cells: Role of CREB

Jordi Rius, Josdartinez-Gonzkez, Javier Crespo, Lina Badimon

Objective—Low density lipoproteins (LDLs) modulate the expression of key genes involved in atherogenesis. Recently,
we have shown that the transcription factor neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1) is involved in vascular smooth
muscle cell (VSMC) proliferation. Our aim was to analyze whether NOR-1 is involved in LDL-induced mitogenic
effects in VSMC.

Methods and Results—LDL induced NOR-1 expression in a time- and dose-dependent manner. Antisense oligonucleotides
against NOR-1 inhibit DNA synthesis induced by LDL in VSMCs as efficiently as antisense against the protooncogene
c-fos. The upregulation of NOR-1 mRNA levels by LDL involves pertusis-sensitive G protein—coupled recepfdrs, Ca
mobilization, protein kinases A (PKA) and C (PKC) activation, and mitogen-activated protein kinase pathways (MAPK)
(p44/p42 and p38). LDL promotes cAMP response element binding protein (CREB) activation (phosphorylation in
Sef®). In transfection assays a dominant-negative of CREB inhibits NOR-1 promoter activity, while mutation of
specific (CAMP response element) CRE sites in the NOR-1 promoter abolishes LDL-induced NOR-1 promoter activity.

Conclusions—In VSMCs, LDL-induced mitogenesis involves NOR-1 upregulation through a CREB-dependent mecha-
nism. CREB could play a role in the modulation by LDL of key genes (containing CRE sites) involved in atherogenesis.
(Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004;24:697-702.)

Key Words: atherosclerosia lipoproteinsm smooth muscle cellm gene expressiom proliferation

V ascular smooth muscle cell (VSMC) migration and In the present study, we show that NOR-1 expression is

proliferation play key roles in the pathophysiology of transiently induced by LDL and is linked to LDL-induced

vascular remodeling associated with atherosclerotic diseas-VSMC mitogenic effects. NOR-1 induction by LDL involved

est2Because low density lipoproteins (LDLs) are key factors pertussis-sensitive G protein—coupled receptors; @ebi-

in the onset and development of atherosclerosis, their effectslization, the activation of different protein kinases [protein

on VSMCs have been investigated.Indeed, LDLs induce kinases A (PKA) and C (PKC) and MAPK (p44/p42 and

VSMC mitogenesi§; 1t increase intracellular free calcium p38)], and cAMP response element binding protein (CREB)

concentratiori;***activate mitogen-activated protein kinases activation. Finally, analysis of NOR-1 promoter activity

(MAPK),°-11 and regulate the expression and activity of revealed a key role of cCAMP response elements (CRE) in the

different transcription factors, including fos, egr-1, and upregulation of NOR-1 by LDL. These results suggest that

sterol regulatory element binding protein-2 (SREBP-2)15 NOR-1 may play a key role in the molecular mechanisms
Recently, we have identified, by mRNA-differential dis- underlying VSMC activation by LDL.

play (MRNA-DD) analysis, neuron-derived orphan receptor-1

(NOR-1) as an early-response gene in VSMESNOR-1, Methods

together with Nur77 and Nurrl, forms the growth factor— Lipoprotein Isolation

Inducgd proteln-B (NGFI-B).famIIy of orphan nuclear recep- Human LDLs and very low density lipoproteins (VLDLSs) were
tors within the steroid/thyroid receptor superfantilyThese isolated from pooled sera of healthy blood donors of the Barcelona
genes have been involved in neuroendocrine regulation, area as described. The content of protein (BCA protein assay,
neural differentiation, liver regeneration, cell apoptosis, and Pierce) and cholesterol (Cholesterol assay kit, RefLab) in the
mitogenic stimuli in different cell type NOR-1 is upregu- lipoproteins was determined by colorimetric assays. The absence of

. contamination by other lipoproteins was determined by electrophore-
lated by coronary angioplasty, and both NOR-1 and Nur77 sis on agarose gels (Paragon Electrophoresis kit, Beckman Lipopro-

are overexpressed in atherosclerotic lesions from patientsteins). Lipoproteins were endotoxin-free, as determined by the
with coronary artery disease (CAB)1° Limulus Amebocyte Lysate pyrogen testing system (Biowhittaker
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Inc.), and they did not contain any detectable levels of thiobarbituric-
acid-reactive substances (TBARS). Oxidized LDL (oxLDL) was
prepared by exposing native LDL to 10 wmol/L CuSO, at 37°C for
6 hours as described.20 The TBARS content of oxLDL was ~40
nmol malomaldehyde/mg LDL protein.

VSMC Cultures

VSMCs were obtained from human nonatherosclerotic arteries of
hearts removed in transplant operations by using a modification of
the explant technique,2 and those used in the experiments were
between the third and fifth passage. Briefly, VSMCswere cultured in
M199 supplemented with 20% FCS, and 2% human serum,
2 mmol/L L-glutamine, and antibiotics (100 U/mL penicillin and 0.1
mg/mL streptomycin). Cell culture media and reagents were from
GIBCO/BRL (Invitrogen). Cellswere seeded in multiwell plates, and
were arrested at subconfluency with medium containing 0.4% FCS
for 48 hours. Arrested cells were stimulated with increasing concen-
trations of LDL for different times. When inhibitors were used,
VV SMCs were preincubated with them for 30 minutes before stimulus
(unless otherwise stated). The inhibitors used were pertussis toxin
(Sigma) (added 16 hours prior to cell stimulation), H-89 (a PKA
inhibitor, Sigma), 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethano-N,N,N’,N’-
tetraacetic acid tetrakis acetoxymethyl ester (BAPTA-AM, acacium
chelator, Sigma), bisindolylmaleimide | (GF-109203X, a PKC in-
hibitor, Sigma), PD98059 (an ERK kinase (MEK) inhibitor, Sigma),
or SB203580 (a p38 MAPK inhibitor, Oxford Biomedical Research
Inc.).

The inhibitors did not produce any effect on cell morphology, cell
apoptosis (assessed by staining with Hoesch 33258 colorant), or cell
viability as analyzed by measuring the mitochondrial dehydrogenase
activity with a commercial kit (XTT based assay for cell viability,
Roche).

In transfection experiments, we used rat VSMCs obtained by
using the explant technique.2 Rat VSMCs were cultured in DMEM
supplemented with 10% FCS and antibiotics (100 U/mL penicillin
and 0.1 mg/mL streptomycin).

Northern Blot

Total RNA was isolated using Ultraspec (Biotex) according to the
manufacturer’s recommendations. RNA samples were fractionated
in 1.2% agarose gels containing formaldehyde, transferred by cap-
illary to nylon membranes (Nytran plus, Schleicher & Shuell), and
UV cross-linked. Filters were prehybridized and hybridized as
described.20 NOR-1 cDNA labeled with [a-*P]dATP (3000 Ci/
mmol, Amersham) was used as a probe. Filterswere exposed to Agfa
Curix RP2 X-ray films at —80°C.

RT-PCR

Total RNA from VSMCs was isolated as indicated above, was
reverse-transcribed, and NOR-1 mRNA levels were analyzed by
polymerase chain reaction (PCR) using the PCR DIG Labeling Mix
(Roche Molecular Biochemicals) as described.’® The specific
NOR-1 oligonucleotides used were for human, 5'-AGGGC-
TGCAAGGGCTTTTTCAAGAGA-3’" and 5'-TGCTTTCTA-
CAGGAGCTGCT-3', and for rat, 5-AGGGCTGCAAGGGCT-
TCTTCAAGA GA-3' and 5-TGCTTTCTATGGGAGCTGCT-3'.
Amplification was carried out by 24 cycles: denaturation at 94°C for
30 seconds; annealing, 61°C for 1 minute; and polymerization, 72°C
for 1 minute 30 seconds. PCR products were resolved by electro-
phoresis in agarose gels and transferred onto nylon membranes
(Nytran plus, Schleicher & Shuell) by a standard capillary technique.
Blots were UV cross-linked. Detection of digoxigenin-labeled nu-
cleic acids was performed with an antidigoxigenin antibody linked to
alkaline phosphatase, and CSPD was used as substrate. Levels of
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used to
normalize results.16

Determination of DNA Synthesis
Arrested human coronary smooth muscle cells (SMCs) were stimu-
lated with LDL (30 mg protein/dL) in medium containing 0.5

wCi/mL of [*H]thymidine in presence or absence of phosphorothio-
ate oligodeoxynucleotides (ODNs) against NOR-1 or c-fos (used as
control), and [*H]thymidine incorporation was determined as de-
scribed.2621 The antisense ODN against NOR-1 (5'-TTGGA-
CGCAGGGCAT-3') and againgt c-fos (5'-GCCCGAGAACATCAT-
3') have been previoudy used to assess the involvement of these genes
in cell proliferation.2622 The effect of a mismatched (5'-
TCTTCTAATGTCAGG-3') and a random phosphorothioste ODN
(5"-TAGCTTGATGTGAGG-3") on DNA synthesis was also assessed.

Western Blot

Human VSMCs were cultured and stimulated with lipoproteins as
indicated. Cell monolayers were washed with PBS and lysed with
lysis buffer (1% SDS in 10 mmol/L TrisHCI [pH 7.4], 1 mmol/L
ortovanadate). Proteins were analyzed by Western blot as de-
scribed.2 Blots were incubated with an antibody against CREB
phosphorylated in Ser™® (Sigma) or against total CREB (Santa Cruz
Biotechnology). Detection was performed using a horseradish
peroxidase-labeled anti-rabbit 1gG and the Supersignal detection
system (Pierce). Equal loading of protein in each lane was verified
by staining filters with Pounceau.

Electrophoretic Maobility Shift Assay

Nuclear extracts (3 ng) from VSMCs and a double-stranded probe
corresponding to the sequence of human NOR-1 promoter (from
—84 to —41; Nor/3CRE) containing three putative CRE motifs were
used in an electrophoretic mobility shift assay (EMSA) as de-
scribed.1® Supershift experiments were performed with antibodies
against CREB, ATF-2, c¢-FOS, and c-JUN (Santa Cruz
Biotechnology).

Construction of NOR-1 Promoter Plasmids

The plasmid pNORa/-1703 containing the human NOR-1 promoter
(from —1703 to +264)2 was kindly provided by Dr N. Ohkura
(Growth Factor Division, National Cancer Center Research Institute,
Tokyo, Japan). CRE motifs were mutated by site-directed mutagen-
esis on the construct pNOR«/-1703: mtCRE1 was mutated using the
QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) and the
oligonucleotide 5'-GGGAGGAGGAGGGTGcatcAGCGTCCC-
ATGGCGTCACATTGACG-3';16 mtCRE2 and mtCRE3 (kindly
provided by Dr H. Tokumitsu, Department of Chemistry, Kagawa
Medica University, Kagawa, Japan) used the oligonucleotide
5'-AGCGTCCCATGGCcagtCATTGACGTCTCG-3' and 5'-
CATGGCGTCACATactgGTCTCGCATTCCA-3' respectively, as
described.?#

Transient Transfection and Luciferase Assays

Rat VSMCs were transfected with luciferase expression vectors
(wild pNORa/-1703 or with constructs mutated in single CRE
boxes) using Lipofectamine Reagent (Invitrogen) and Plus Reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Transfected
cells were arrested for 48 hours and were then stimulated with LDL
for 4 hours. Luciferase activity was measured in cell lysates using
Luciferase assay Kit (Promega). pSV 3-gal (Promega) was used as an
internal control. In cotransfection assays a CREB dominant-negative
(Clontech) was used.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean+SEM. A Stat View |l (Abacus
Concepts) statistical package for the Macintosh computer system
was used for all analysis. Multiple groups were compared by using
one-factor ANOVA, followed by Fisher PLSD to assess specific
group differences.

Results

LDL Induces NOR-1 Expression in VSMC
To assess the effect of native LDL on NOR-1 expression in
VSMC, arrested cells were stimulated with increasing con-
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Figure 1. LDL induced NOR-1 expression in human VSMCs. A,
Northern blot showing NOR-1 expression in human coronary
SMC exposed to increasing concentrations of LDL and serum
(10%), and to 10 mg protein/dL of VLDL, LDL, or oxLDL. B,
VSMCs were stimulated with LDL (30 mg/dL) at different times.
Control: noninduced cells. Blots are representative of three
independent experiments. rRNA indicates ribosomal RNA.

NOR-1

centrations of LDL, and NOR-1 mRNA levels were analyzed
by Northern blot. LDL induced NOR-1 expression in a
dose-dependent manner (Figure 1A). The effect produced on
NOR-1 upregulation by the highest tested concentrations of
VLDL and oxLDL (10 mg/dL) was lower than that of
equivalent amount of native LDL. The effect of LDL (30 to
60 mg/dL) was similar to that of serum. NOR-1 expression
was transiently induced by LDL following the same pattern
as that of serum-induced cells,6 peaking at 1 hour and
decreasing to undetectable levels 8 hours after stimulus
(Figure 1B).

Antisense NOR-1 ODNSs Inhibit LDL-Induced

DNA Synthesis

NOR-1 upregulation by LDL was significantly reduced when
human VSMCs were treated with antisense ODNs targeted
against NOR-1 (AS-NOR-1), while the corresponding sense
sequence (SE-NOR-1) did not produce any effect (Figure
2A). In these conditions LDL-induced VSMC DNA synthesis
was significantly inhibited by AS-NOR-1 but not by SE-
NOR-1 (Figure 2B). The effect of AS-NOR-1 was similar to
that of antisense against c-fos (AS-FOS), a well-known gene
involved in cell proliferation.2t2225 Finaly, neither mis-
matches AS-NOR-1 nor random ODNSs inhibited DNA syn-
thesis in human VSMCs stimulated with LDL.

Signaling Pathways Involved in NOR-1 Induction

LDLs activate different signal transduction pathways in
VSMCs. To address which of these pathways were involved
in NOR-1 induction, we used specific inhibitors of different
pathways. Results shown in Figure 3A indicate that NOR-1
upregulation by LDL was dependent on the activation of
G;,-proteins (inhibited by pertussis toxin), calcium mobiliza-
tion [inhibited by a calcium chelator (BAPTA-AM)], and
PKC activation (inhibited by GF-109203X, a PKC inhibitor).
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Figure 2. NOR-1 antisense inhibited LDL-induced VSMC DNA
synthesis. A, Arrested human VSMCs were preincubated for 6
hours with antisense oligodeoxynucleotides (10 umol/L) against
NOR-1 (AS-NOR-1) or sense (SE-NOR-1), and NOR-1 mRNA
levels were analyzed by RT-PCR after LDL stimulus (30 mg/dL).
B, DNA synthesis in human VSMCs treated with AS-NOR-1

(10 wmol/L) or anti-c-Fos (AS-FOS) after LDL stimulus. Sense
(SE-NOR-1 and SE-FOS), mismatches AS-NOR-1 (mm-NOR-1),
and random oligodeoxynucleotides were used as controls. The
black bars indicate LDL-treated cells, and the white bars indi-
cate untreated cells. Results represent the mean+=SEM (n=3
independent experiments performed in triplicate). P<0.05: *,
versus LDL untreated cells (Control or treated with SE-NOR-1);
1, versus LDL untreated cells; ¥, versus cells treated with LDL
alone or with LDL plus ODNs other than AS-NOR-1 or AS-FOS.

NOR-1 induction by LDL was also dependent on p44/p42
MAPK (inhibited by PD98059) and p38 MAPK activation
(inhibited by SB203580) (Figure 3B). Finally, H-89 (a PKA
inhibitor) also inhibited the LDL effect.
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Figure 3. Signaling pathways involved in NOR-1 induction.
VSMCs were pretreated with different signal pathway inhibitors,
stimulated with LDL (30 mg/dL) for 1 hour, and NOR-1 mRNA
levels were analyzed by using RT-PCR. A, Effect of pertussis
toxin (PTX, 1 or 10 ng/mL), BAPTA-AM (10 or 50 wmol/L), or
GF-109203X (GF, 5 or 15 umol/L) on LDL-induced NOR-1
mRNA levels. B, Effect of PD98059 (PD, 10 or 50 umol/L), SB
203580 (SB, 2 or 10 umol/L), or of H-89 (1 or 5 umol/L) on LDL-
induced NOR-1 mRNA levels. Control: non-induced cells. Rep-
resentative blots (n=3) are shown.
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Figure 4. CREB activation by LDL in VSMC. A, Western blot
showing CREB activation (phosphorylation in Ser'®®) induced by
LDL (30 mg/dL) at different times. B, Western blot showing the
preventive effect of BAPTA-AM (BAPTA, 50 umol/L) or
GF-109203X (GF, 15 umol/L) on CREB activation produced by
LDL treatment (for 10 minutes). Representative blots (n=3) are
shown.

LDL Induces CREB Phosphorylation

Because CREB activation is a common output of the signal
transduction pathways involved in NOR-1 upregulation,2s we
analyzed the effect of LDL on CREB activation (phosphor-
ylation in Ser’®). Figure 4 shows that LDL induced early
activation of CREB that was prevented by either
BAPTA-AM or GF-109203X, two compounds that reduced
LDL-induced NOR-1 expression. Thus, CREB could play a
major role in NOR-1 upregulation by LDL.

CREB Binds the CRE Sites Present in the

NOR-1 Promoter

In gel shift assays, nuclear extracts from human VSMCs bind
to a probe (Nor/3CRE) containing the three putative CRE
sites present in NOR-1 promoter (from —83 to —42)=
(Figure I, available online at http://atvb.ahgjournals.org).
Although LDL induced CREB phosphorylation, no changes
in CREB binding were observed, in accordance with the
ability of CREB to constitutively bind to its response ele-
ment.26 The binding was specific (completed by an excess of
cold-probe) and was supershifted by an antibody against
CREB but not by anti-ATF-2, anti—c-Fos or anti—c-Jun
antibodies.

CRE Sites Regulate NOR-1 Induction by LDL

In order to analyze the role of CRE sites in LDL-induced
NOR-1 expression we transfected rat VSMCs. As in human
VSMCs, LDLs in rat cells induced NOR-1 expression and
both a calcium chelator (BAPTA-AM) and a PKC inhibitor
(GF-109203X) prevented this effect (Figure Il, available
online at http://atvb.ahajournals.org). In transfection assays,
LDLs induced NOR-1 promoter activity (~4-fold over un-
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Figure 5. CRE motifs regulate NOR-1 induction by LDL. A,
Structure of the NOR-1 promoter; the three CRE motifs present
in positions from —83 to —42 are shown. CRE sites are indi-
cated in bold, and the bases mutated are boxed. B, LDL
increased NOR-1 promoter activity in cells transfected with the
wild-type promoter (pbNORa/-1703); this effect was prevented by
either BAPTA-AM or GF-109203X. NOR-1 promoter activity was
also prevented by either cotransfection with a dominant nega-
tive of CREB (CREB'***) or by mutation on CRE sites (mtCRE1,
mtCRE2, or mtCRE3). The black bars indicate LDL-treated cells,
and the white bars indicate untreated cells. Results represent
the mean=SEM (n=3 independent experiments performed in
triplicate). P<<0.05: *, versus LDL untreated cells; 1, versus cells
transfected with only wild-type promoter and treated with LDL
alone.

stimulated cells), while either BAPTA-AM or GF-109203X
inhibited such effect (Figure 5B).

The activity of the wild-type NOR-1 promoter was pre-
vented by cotransfection with a dominant-negative of CREB
(CREB®™3**). Finaly, by site-direct mutagenesis we showed
that when the CREL site was mutated, NOR-1 promoter
activity decreased up to 35%, while the mutation of either
CRE2 or CRE3 amost abolished NOR-1 promoter activity.

Discussion

Hypercholesterolemia is one of the most important risk
factors in atherogenesis. LDL induces changes in vascular
gene expression, leading to aterations in vascular function
and promoting growth-related events;5-13 however, the tran-
scription factors involved in LDL mitogenic effects have not
been completely elucidated. In the present study, we show
that LDL upregulates NOR-1, an orphan receptor involved in
VSMC proliferation® through a complex mechanism involv-
ing multiple signaling pathways and CREB activation.

NOR-1 is a member of the NGFI-B family of orphan
nuclear receptors.”.18 These genes are involved in neuroen-



docrine regulation, neural differentiation, liver regeneration,
cell apoptosis, and mitogenic stimuli in different cell types.18
NOR-1isessentia for proliferation of the semicircular canals
of the inner ear as has been recently demonstrated in NOR-1
knockout mice;2” NOR-1 also modulates VSMC response to
injury in vitro and is induced by coronary angioplasty in
vivo,16 a condition that promotes VSMC proliferation.2
Here, we show that LDLs induce NOR-1 expression in
VSMCs through a complex network of signal transduction
pathways, including pertusis-sensitive G proteins, Ca?* mo-
bilization, and the activation of PKA, PKC, and MAPK
(p44/p42 and p38), pathways commonly activated in cell
migration and proliferation.282° The inhibition of one of these
apparently redundant pathways, in particular PKC and cal-
cium mobilization, completely prevents NOR-1 upregulation
promoted by LDL, in accordance with the mgjor role of these
pathways in native LDL-induced vascular cell proliferation.”:3°

We previously showed that growth factors such as plate-
let-derived growth factor (PDGF) or epidermal growth factor
(EGF) are poor inducers of NOR-1, while serum is a strong
inducer of NOR-1, acting through a complex web of signaling
pathways.16 By nature LDLs are highly complex molecules
different from growth factors such as PDGF, which promotes
early gene induction and cell growth acting through its
canonical PDGF receptor. Indeed, LDLs regulate gene tran-
scription through mechanisms depending on their classical
receptor (LDL-R)1415 and on other uncharacterized receptors
including G protein—coupled receptors.’t In fact, the “mito-
genic” properties of LDLs seem to be related to their dua
capability to induce early cell cycle events and to provide
cholesterol that cells need to resume mitosis.8-1031 The
cross-talk between pathways could explain the diversity of
second messengers and protein kinases involved in the
upregulation of NOR-1 by LDL. Although all these pathways
can potentially lead to CREB phosphorylation,?s their spe-
cific contribution could vary depending on different factors,
including cell type. In any case, antisense ODN against
NOR-1 inhibited LDL-induced mitogenic effect induced by
LDL in VSMCs as efficiently as an antisense ODN against
the protooncogene c-fos, a well known gene involved in
VSMC proliferation.2t2225 Therefore, NOR-1 could play a
key role integrating signaling pathways involved in LDL-
triggered VSMC induction.

Recent work from independent groups has demonstrated
the induction of members of the NGFI-B gene family in
vascular cells.123233 Nur77 is induced in rat VSMCs under
apoptotic stimulus,32 and its overexpression prevents vascular
lesion formation in a mouse model of vascular injury.®
Although NOR-1, Nur77, and Nurrl are coexpressed in many
tissues, they exhibit dissimilar abilities to bind to DNA
response elements, which could lead to important functional
differences. Indeed, Nur77 and Nurrl, but not NOR-1, can
form heterodimers with the retinoid X receptor (RXR),34
enabling it to activate transcription of vascular genes in a
ligand-dependent manner via the retinoic acid response ele-
ments, and interestingly, RXR ligands exert antiproliferative
effects on VSMCs.3s Finaly, although NOR-1, Nur77, and
Nurrl are closely related orphan receptors, their induction
patterns in VSMCs are not coincident; in this regard, condi-
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tioned medium from macrophages exposed to oxLDL
strongly induce Nur77 in VSMCs, but had minor effect on
NOR-1 expression.1®

Because the pathways induced by LDL in our study shared
CREB as a common output,262836 we analyzed the role of
CRE motifs present in NOR-1 promoter in the induction of
NOR-1 by LDL. We show, for the first time, the LDL early
induction of CREB phosphorylation in Ser'®, a key residue
for CREB activity.2637 By EMSA, we show that CREB binds
to the CRE sites close to the transcription initiation point of
NOR-1.22 LDLs did not change basal CREB binding, in
accordance with the ability of CREB to constitutively bind to
its response element;2s however, Ser'® phosphorylation pro-
motes CREB activation via recruitment of CREB-binding
protein (CBP).26:37

Transfection experiments indicate a key role for the CRE
motifs present in the NOR-1 promoter for NOR-1 upregula-
tion by LDL. Indeed, we show that cotransfection with a
dominant negative of CREB (CREB with asingle mutation in
Ser™®), which binds to CRE sequences but cannot be acti-
vated,3” prevented the induction of NOR-1 promoter activity
by LDL. In addition, when CRE2 or CRE3 sites were
mutated, the promoter activity fell down to basal levels, in
accordance with previous results in nonvascular cells induced
by the overexpression of a constitutive active form of
calcium/calmoduline kinase kinase (CaM-KK).24

Therefore, CREB activation seems to be key in LDL-
induced NOR-1 upregulation. The activation of CREB by
LDL could be relevant beyond NOR-1 upregulation because
recent papers argue for amain role of this transcription factor
in VSMC survival/proliferation and vascular remodeling
processes,38 and CRE sites seem to bekey in cyclin A and D1
transcriptional regulation.3240 |n fact, we show that VLDLS,
lipoproteins that also activate CREB and promote vascular
cell proliferation,3241 also upregulate NOR-1 expression.
Finaly, oxLDL, a well-known inducer of VSMC prolifera-
tion through a general induction of cell cycle proteins mainly
involving reactive oxygen species and the transcription factor
nuclear factor kB (NF-«B),*>-*4 had only a minor effect on
NOR-1 upregulation.

In summary, circulating LDL levels could modulate vas-
cular function through complex gene programs involving
downstream genes regulated by CREB, among them NOR-1.
Because NOR-1 expression is rapidly and highly induced in
VSMCs exposed to stimuli such as LDL, NOR-1 could be
regarded as a new target in both molecular and pharmaco-
logical approaches to modulate VSMC function.
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Adendum —_—

Adendum al articulo 1: “Involvement of Neuron-derived Orphan
Receptor-1 (NOR-1) in LDL-induced mitogenic stimulus in vascular

smooth muscle cells: role of CREB".

Figura no publicada que complementa los resultados del articulo.
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Figura 1 S1P induce expresion de NOR-1: Grafica que
muestra la expresién de NOR-1 en CML inducidas con
diferentes concentraciones de S1P y LPA durante 1 hora. El
RNA fue analizado por RT-PCR de tiempo real. Como se
observa en la gréfica la S1P induce la expresion de NOR-1 a
concentraciones altas, mientras que el LPA no produce
efecto sobre la expresién de NOR-1.

Se quiso analizar el efecto de diferentes componentes de las LDL (la S1P y el
LPA) sobre la expresion de NOR-1 en CML. Para ello, se sembraron CML en
placa multipocillo con medio completo (20 % suero fetal bovino, 2% suero
humano). Una vez las células estaban al 80% de confluencia, fueron incubadas
con un medio pobre en suero (0,4% de suero fetal bovino). A las 48 horas, se
indujeron con diferentes concentraciones de S1P y de LPA. Se obtuvo el RNA
de estas células mediante Ultraspec® (Biotex Labs) siguiendo las indicaciones
del fabricante. A partir de este RNA se obtuvo cDNA con el kit TagMan Reverse
Transcription Reagents de (Applied Biosystems) y se analiz6 por PCR en

61



Adendum —_—

tiempo real utilizando sondas para NOR-1 (Hs00175077_m1) y para GAPDH
(4326317E) (Applied Biosystems). La S1P indujo la expresion de NOR-1 pero
a concentraciones mas altas, que las observadas en las LDL.
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Abstract

Objective: Our aim was to investigate whether neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1), an early gene induced by low density
lipoproteins (LDL) in vascular smooth muscle cells (VSMC), is regulated by statins.

Methods: NOR-1 expression was analyzed in human VSMC in culture and in vivo in the aorta of diet-induced hyperlipemic pigs by RT-
PCR and real-time PCR. [*H]Thymidine incorporation was used as an‘index of DNA synthesis. NOR-1 promoter activity was analyzed using
a luciferase reporter system. Cyclic AMP response element binding protein (CREB) binding was assessed by EMSA and ELISA and CREB
activation (phosphorylation in Ser'**) by Western blotting.

Results: Simvastatin inhibited NOR-1 expression induced by LDL in VSMC and by hypercholesterolemia in the abdominal aorta of
hyperlipemic pigs. The inhibition of the isoprenylation of geranylgeranylated proteins by simvastatin was key in both NOR-1 up-regulation
and DNA synthesis induced by LDL. Inhibitors of RhoA (toxin B and exotoxin C3) and ROCK (Y-27632) mimicked the effect of simvastatin
on NOR-1. Similarly both simvastatin treatment and cells transfected with a RhoA dominant-negative (RhoAT19N) showed inhibition of
LDL-induced NOR-1 promoter activity. These effects were associated to the interference of the activation of CREB, a key transcription factor
involved in NOR-1 induction. Finally, simvastatin prevented LDL induction of a reporter construct containing four consensus CRE and
inhibited the expression of SMemb (a marker for dedifferentiated VSMC) dependent on CREB.

Conclusions: NOR-1 is a target for simvastatin in the vascular wall. We identified NOR-1 and CREB as key transcription factors mediating
the effect of statins on VSMC proliferation through a mechanism dependent on RhoA/ROCK.

© 2005 European Society of Cardiology. Published by Elsevier B.V.

Keywords: Atherosclerosis; Gene expression; Lipoproteins; Smooth muscle cells; Statins

1. Introduction

Vascular smooth muscle cells (VSMC) migration and
proliferation play key roles in vascular remodeling asso-
ciated to atherosclerotic diseases [1]. Recently, neuron-
derived orphan receptor-1 (NOR-1) has been described as a
key early gene involved in VSMC proliferation [2,3]. NOR-
1 is up-regulated by coronary angioplasty [2] and is over-
expressed in atherosclerotic lesions from patients with
coronary artery disease (CAD) [2,4]. NOR-1 is induced by
growth factors and other key molecules involved in athero-

* Corresponding author. Tel.: +34 93 5565880; fax: +34 93 5565559.
E-mail address: lbadimon@csic-iccc.santpau.es (L. Badimon).

genesis such as low density lipoproteins (LDL) [2,3,5]. LDL
promote growth-related events, including up-regulation of
key transcription factors and DNA synthesis, in a LDL
receptor (LDL-R) independent manner [6—10].

Statins are competitive inhibitors of 3-hydroxy-3-meth-
ylglutharyl coenzyme A (HMG-CoA) reductase, the rate-
limiting step in cholesterol synthesis [11]. Statins have been
shown to be efficacious in reducing cardiovascular morbid-
ity and mortality in primary and secondary prevention
clinical trials [12,13]. The main pharmacological effect of
statins is the reduction of plasma LDL-cholesterol levels;
however, results from both clinical trials and from exper-
imental animal models [14—18] suggest that statins could
directly modulate vascular function. These pleiotropic

0008-6363/$ - see front matter © 2005 European Society of Cardiology. Published by Elsevier B.V.
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effects of statins seem to be a result of the ability of these
drugs to interfere postranslational processing of isopreny-
lated proteins involved in cell signaling (i.e. Rho and Ras
proteins) and to regulate key genes controlling VSMC
function [15,16,19-22].

In the present study we show that statins prevent the up-
regulation of NOR-1 induced by LDL in vitro in human
VSMC and in vivo in the abdominal aorta of diet-induced
hyperlipemic pigs. Simvastatin inhibited LDL-induced
NOR-1 expression interfering RhoA/ROCK signaling and
cyclic AMP response element binding protein (CREB)
activation. Simvastatin could modulate other CREB-
dependent genes such as SMemb, a marker for dediffer-
entiated VSMC. Thus, both inactivation of CREB and
down-regulation of NOR-1 could be key events in switching
off downstream genes involved in VSMC cell growth.

2. Methods
2.1. VSMC cultures

VSMC were obtained by a modification of the explant
technique [19], from human non-atherosclerotic coronary
arteries of hearts removed in transplant operations. The study
was approved by the Reviewer Institutional Committee on
Human Research of the Hospital of Santa Creu i Sant Pau that
conforms to the Declaration of Helsinki. VSMC (from 3rd to
5th passages) were cultured in M199 (Gibco) supplemented
with 20% fetal calf serum (FCS), 2% human serum, 2 mmol/
L L-glutamine and antibiotics (100 U/mL penicillin and 0.1
mg/mL streptomycin). Cells were arrested in medium
containing 0.4% FCS for 48 h and then were stimulated with
LDL (30 mg protein/dL, for 1 h). Simvastatin (kindly
provided by MSD), atorvastatin (kindly provided by Pfizer),
mevalonate, geranylgeranyol and farnesol, were added 18 h
before treatment. When other inhibitors were used, VSMC
were pre-incubated with them for 30 min (unless otherwise
state), these inhibitors were: toxin B (Tox B, an inhibitor of
Rho proteins, Calbiochem), Y-27632 (a ROCK inhibitor;
Tocris Coukson Ltd.,) and exotoxin C3 (a RhoA inhibitor;
Calbiochem), the pre-incubation time with this compound
was 24 h. The inhibitors did not produce any effect on cell
morphology, cell apoptosis (assessed by staining with
Hoesch 33258 colorant) or cell viability analyzed measuring
the mitochondrial dehydrogenase activity by a commercial
kit (XTT based assay for cell viability™; Roche). In
transfection experiments we used rat VSMC obtained by
the explant technique [19]. Rat VSMC were cultured in
DMEM supplemented with 10% FCS and antibiotics (100 U/
mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin).

2.2. Animals

Female pigs (Landrace/Largewhite [Piensos Victoria SA,
Barcelona, Spain], mean body weight at initiation: 32 +4 kg)

were randomized into two groups: normolipemic animals
(n=6) which were fed with a normal chow diet and
hyperlipemic animals (z=10) which were fed with a
cholesterol-rich diet (2% cholesterol; 1% cholic acid; 20%
beef tallow) for 100 days as described [22]. The hyper-
lipemic group was divided in two subgroups, one treated
with simvastatin (2.5 mg/kg) (n=5) and one treated with
placebo (n=>5). Plasma cholesterol levels and hematological
parameters were measured at baseline and at sacrifice.
Because atherosclerotic lesions develop initially in the
abdominal aorta, rings of this vessel were collected and
frozen in liquid N, to measure gene expression. All
procedures were in accordance with institutional guidelines
and followed the American Physiological Society and NIH
guidelines for animal research.

2.3. Plasma biochemistry

Plasma total cholesterol was determined with an auto-
matic analyzer (Kodak Ektachem DT System). Plasma
lipoproteins were fractionated using the validated methods
of the Lipid Research Clinic Program [23] and quantified
spectrophotometrically (Kontron Instruments).

2.4. Lipoprotein isolation

Human LDL were isolated from pooled sera of healthy
blood donors of the Barcelona area as previously described
[20]. The content of protein (BCA protein assay™; Pierce)
and cholesterol (Cholesterol assay kit™, RefLab) in the
lipoproteins were determined by colorimetric assays. The
absence of contamination by other lipoproteins was deter-
mined by electrophoresis on agarose gels (Paragon Electro-
phoresis kit, Beckman). Lipoproteins were endotoxin free,
as determined by the Limulus Amebocyte Lysate pyrogen
testing system (Biowhittaker Inc.), and did not contain any
detectable levels of thiobarbituric-acid-reactive substances
(TBARS).

2.5. RT-PCR

Total RNA was isolated using Ultraspec™ (Biotex
Laboratories) according to the manufacturer’s recommen-
dations and was reverse-transcribed. NOR-1 mRNA levels
were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) using
the PCR DIG Labeling Mix (Roche) as described [2]. The
specific NOR-1 oligonucleotides used were: 5-AGGGCT-
GCAAGGGCTTTTTCAAGAGA-3" and 5-TGCTTTCTA-
CAGGAGCTGCT-3'. The specific c-fos oligonucleotides
used were: 5’CATCATCCAGGCCCAGTG-3' and 5'-
CTGAGCGAGTCAGAGGAAGG-3'. For both genes
amplification was carried out by 24 cycles: denaturation
94 °C for 30 s; annealing, 61 °C for 1 min and
polymerization, 72 °C for 1 min 30 s. PCR products
were resolved by electrophoresis in agarose gels and
transferred onto nylon membranes (Nytran™ plus;
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Schleicher and Shuell) by a standard capillary technique.
Blots were UV cross-linked. Detection of digoxigenin-
labeled nucleic acids was performed with an anti-
digoxigenin antibody linked to alkaline phosphatase and
disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetano-3,2’'-(5'-chlor-
o)trycyclo[3.3.1.1 [3,7]]Decan}-4-yl) phenylphosphate
(CSPD) was used as substrate. Levels of glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used to
normalize results [2,3].

2.6. Real-time PCR

The inhibitory effect of simvastatin on NOR-1 mRNA
levels was quantified using real-time PCR. Total RNA was
obtained as described above. Assays-on-Demand™ (Applied
Biosystems) of TagMan™ fluorescent real-time PCR primers
and probes were used for NOR-1 (Hs00175077_m1) and for
GAPDH (4326317E) and 18 S ribosomal RNA (4319413E)
as endogenous controls.

2.7. Determination of DNA synthesis

Arrested human VSMC were stimulated with LDL (30
mg protein/dL) in medium containing 0.5 pCi/mL of
[*H]thymidine (Amersham) in the presence or absence of
simvastatin, mevalonate, geranylgeranyol or farnesol, and
[*H]thymidine incorporation was determined as described
[2,3].

2.8. Western blot analysis

Human VSMC were cultured and stimulated with
lipoproteins as indicated above in presence or absence of
simvastatin. Cell monolayers were washed with PBS and
lysed with lysis buffer [1% SDS in 10 mmol/L Tris—HCI
(pH 7.4), 1 mmol/L ortovanadate] or with Subcellular
Proteome Extraction kit (Calbiochem) to obtain membrane
and citoplasmatic protein. Proteins were analyzed by
Western blot analysis as described previously [16]. Blots
were incubated with an antibody against human CREB
phosphorylated in Ser'** (C9102; Sigma); human CREB
(C-21; Santa Cruz Biotechnology); human RhoA (26C4,
Santa Cruz Biotechnology); human myosin heavy chain
isoforms (SMemb, SM1 and SM2) [24] kindly provided by
Dr. M. Aikawa (Brigham and Women’s Hospital, Harvard
Medical School, Boston, USA). Detection was performed
using a horseradish peroxidase-labeled anti-rabbit IgG or
horseradish peroxidase-labeled anti-mouse IgG, and the
Supersignal™ detection system (Pierce). Equal loading of
protein in each lane was verified staining filters with
Pounceau.

2.9. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Nuclear extracts (3 pg) from VSMC and a doubled
stranded probe corresponding to the sequence of human

NOR-1 promoter (from —84 to —41; Nor/3CRE) contain-
ing three putative CRE motifs were used in an EMSA as
described [2]. Super-shift experiments were performed with
antibodies against human CREB (C-21, Santa Cruz
Biotechnology).

2.10. CREB binding by ELISA

Binding of nuclear extracts from VSMC, obtained with
Transfactor Extraction kit (Clontech), to CRE consensus
oligonucleotides were analyzed by an ELISA based method
using the BD Mercury™ Transfactor CREB-1 kit (Clon-
tech) according to the manufacturer’s protocol.

2.11. Transient transfection and luciferase assays

Rat VSMC were transfected with luciferase expression
vectors using Lipofectamine™ Reagent and Plus™ Reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The
constructs used were: pNORa/— 1703 containing the human
NOR-1 promoter (from —1703 to +264) [25], kindly
provided by Dr. N. Ohkura (Growth Factor Division,
National Cancer Center Research Institute, Tokyo, Japan),
a RhoA dominant-negative (RhoAT19N) and p-CREB-Luc
(Stratagene) a reporter vector which contains the luciferase
reporter gene driven by a basic promoter element (TATA
box) plus four CRE cis-enhancer elements. A reporter
plasmid containing a minimal promoter corresponding to
dihydrofolate reductase was generated cloning this promoter
[26], kindly provided by Dr. CJ. Ciudad (Facultad de
Farmacia, Universidad de Barcelona, Barcelona, Spain),
into PGL-3 basic vector (Promega). The resulting plasmid
(p410-DHFR-Luc) was used to assess that simvastatin did
not affect the overall VSMC transcription rate. Transfected
cells were arrested for 48 h and then were stimulated with
LDL for 4 h. Luciferase activity was measured in cell
lysates using Luciferase assay kit (Promega). pSV{-gal
(Promega) was used as an internal control.

2.12. Statistical analysis

Results are expressed as mean+SEM. A Stat View II
(Abacus Concepts) statistical package for the Macintosh
computer system was used for all analysis: multiple groups
were compared by one-factor ANOVA, followed by Fisher
PLSD to assess specific group differences.

3. Results

3.1. Statins inhibit NOR-1 up-regulation in VSMC in culture
and in vivo in the vessel wall

To analyze the effect of statins on NOR-1 mRNA levels
induced by LDL, arrested VSMC were pre-incubated with
simvastatin (increasing concentrations) or atorvastatin (10
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pM) and then were induced with LDL (30 mg/dL, for 1 h).
Statins inhibited LDL-induced NOR-1 expression in a dose-
dependent manner (Fig. 1A).

To determine whether the in vitro results were indeed
showing a potential regulation of NOR-1 by statins in the
vascular wall, NOR-1 mRNA levels were analyzed in
abdominal aorta samples from normolipemic pigs and from
animals fed with a hypercholesterolemic diet either treated
or untreated with simvastatin. Plasma cholesterol levels
were higher in hypercholesterolemic animals as a result of
an increase in LDL levels, and they were not significantly
modified by simvastatin (Table 1). NOR-1 mRNA levels
were highly increased in abdominal aorta of hypercholes-
terolemic animals and they were significantly decreased by
simvastatin treatment (Fig. 1B).

3.2. Geranylgeranylated proteins are key in DNA synthesis
and NOR-1 expression induced by LDL

LDL-induced VSMC DNA synthesis inhibited by
simvastatin was completely restored by mevalonate o
geranylgeranyol but not by farnesol (Fig. 2A). Interestingly,
simvastatin-inhibited NOR-1 expression was also specifi-
cally prevented by geranylgeranyol (Fig. 2B). In contrast,
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Fig. 1. Simvastatin inhibits NOR-1 expression in LDL-induced human
VSMC and in abdominal aorta of hyperlipemic pigs. A. RT-PCR showing
NOR-1 expression in human coronary SMC treated with simvastatin (SIM
1, 10 or 20 pmol/L) or atorvastatin (ATOR, 10 pmol/L) and stimulated with
LDL (30 mg/dL, 1 h). Blots are representative of three independent
experiments. B. Real time PCR showing NOR-1 expression in abdominal
aorta samples from normolipemic pigs (NORMO) and from animals feed
with a hyperlipemic diet (HYPER) treated or not with simvastatin
(HYPER+SIM). P<0.05: *vs. NORMO; fvs. HYPER.

Table 1
Plasma lipid profile in normolipemic, hyperlipemic and hyperlipemic/
simvastatin pigs

Normolipemic Hyperlipemic Hyperlipemic+
SIM
Total cholesterol, mg/dL.  82.0+7.3 590.0+£70.6% 452.0+71.0*
LDL cholesterol, mg/dL  49.3+6.3 443.5+£19.2%  454.7+72.2%

Results are mean+SD.
* P<0.05 vs normolipemic animals.

farnesol but not geranylgeranyol restored simvastatin-
inhibited c-fos expression levels. Mevalonate, geranylger-
anyol and farnesol alone did not produce any effect on basal
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Fig. 2. Simvastatin inhibition of DNA synthesis and NOR-1 expression
induced by LDL is dependent on geranylgeranylated proteins. A. DNA
synthesis ([3H]thymidine incorporation) in VSMC stimulated with LDL in
the presence or absence of simvastatin (SIM, 20 pmol/L). The effect of
mevalonate (MVA, 100 pumol/L), farnesol (FAR, 15 pmol/L) and
geranylgeranyol (GER, 15 pmol/L) on SIM inhibition of DNA synthesis
is shown. Results represent the mean+SEM of three independent experi-
ments performed in triplicate. B. NOR-1 and c-fos mRNA levels in VSMC
treated as indicated in A. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) was used as a control. Blots are representative of three
independent experiments. C. Quantitative real-time PCR data showing the
inhibition by simvastatin (20 pmol/L) on LDL-induced NOR-1 mRNA
levels and the reversion by GER. Results represent the mean+SEM of three
independent experiments performed in triplicate. P <0.05: *vs. LDL-treated
cells; fvs. LDL/SIM and LDL/SIM/FAR. CT, control (non-induced cells).
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NOR-1 expression (data not shown). Using real-time PCR
we determined that the inhibitory effect of simvastatin on
NOR-1 expression levels was completely abrogated by
geranylgeranyol while farnesol did not produced a signifi-
cant effect (Fig. 2C).

3.3. RhoA/ROCK pathway is involved in NOR-1 up-
regulation by LDL

Simvastatin interfered isoprenylation of RhoA (Fig.
3A), a geranylgeranylated protein involved in cell signal-
ing [27,28] that could be implicated in NOR-1 up-

A
SIM
o
S K ¢
CT = O 0w
- w s | CytOp
RhoA
fan] i 'l memb
B ™
o
N
LDL o 33
Tox B Y-27632 gRé
CT - 2 51020 C3 F > uW
NOR-1 — e

GAPDH ‘_-—-———--—

1254

[y
o
o

al
o

NOR-1 mRNA levels (O
(relative to GAPDH)

N ~

T a

o

CT -

2 5 10 20 C3
Tox B Y-27632
LDL

Tox B
Y-27632

Exotoxin C3

Fig. 3. RhoA is involved in NOR-1 up-regulation by LDL. A. Western blot
showing the inhibition of RhoA isoprenylation by simvastatin. RhoA
protein levels in cytoplasm (cytop.) and membrane (memb.) of VSMC
treated with simvastatin alone (SIM, 20 pumol/L) or simvastatin plus
mevalonate (MVA, 100 umol/L), geranylgeranyol (GER, 15 pmol/L) or
farnesol (FAR, 15 umol/L). Blots are representative of three independent
experiments. B. NOR-1 mRNA levels analyzed by RT-PCR corresponding
to human VSMC stimulated with LDL (30 mg/dL for 1 h) in the absence or
presence of toxin B (Tox B, 2 or 5 ng/mL), Y-27632 (10 or 20 pmol/L) or
exotoxin C3 (25 umol/L). Blots are representative of three independent
experiments. C. Graph showing the densitometric results of blots shown in
B. Data are mean+SEM. P<0.05: *vs Control cells; fvs cells treated with
LDL alone. CT, control (non-induced cells).
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Fig. 4. Simvastatin inhibits LDL-induced NOR-1 promoter activity. A. Rat
VSMC were transfected with pPNORa/-1703 (white bars). Arrested cells
were induced with LDL (30 mg/dL for 4 h) in the presence of simvastatin
alone (SIM, 20 pmol/L) or simvastatin plus mevalonate (MVA, 100 pmol/
L), geranylgeranyol (GER, 15 pmol/L) or farnesol (FAR, 15 pumol/L).
Black bars shown the results corresponding to the cotransfection with
pNORa/-1703 and RhoAT19N. CT, control (non-induced cells). Results
represent the mean+SEM of three independent experiments performed in
triplicate. P<0.05: *vs cells treated with LDL alone; fvs cells treated with
LDL+SIM; ivs cells treated with LDL and transfected with pNORa/-1703
alone. B. Luciferase activity corresponding to cells transfected with a
reporter plasmid containing a minimal promoter (p410-DHFR-Luc).
Experimental conditions are indicated in A. CT, control (non-induced
cells). Results represent the mean+SEM of three independent experiments
performed in triplicate.

regulation. In agreement with this result several inhibitors
of the RhoA/ROCK pathway (tox B [an inhibitor of Rho
family of small GTPases], exotoxin C3 [an inhibitor of
RhoA] and Y-27632 Jan inhibitor of ROCK]) mimicked
the inhibitory effect of simvastatin on NOR-1 expression
(Fig. 3B,0).

In cells transfected with a construct containing NOR-1
promoter (pNORa/—1703) simvastatin was also able to
inhibit NOR-1 promoter activity, effect that was reverted by
mevalonate and geranylgeranyol, but not by farnesol (Fig.
4A). In addition, in co-transfection experiments RhoAT19N
(a RhoA dominant-negative) prevented LDL-induced NOR-
1 promoter activity. In contrast, neither simvastatin nor
RhoAT 19N significantly modified the transcriptional activ-
ity of a minimal promoter (p410-DHFR-Luc) [26] (Fig. 4B).
These results suggest that the inhibitory effect produced by
both simvastatin and RhoAT19N on NOR-1 transcriptional
activity was not due to a general (unspecific) inhibitory
effect on cell transcription rate.
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3.4. Simvastatin inhibits CREB phosphorylation and activity

Since CREB is a key transcription factor involved in
LDL-induced NOR-1 expression [3], we analyzed the effect
of simvastatin on CREB. To analyze the effect of
simvastatin on CREB binding, nuclear extracts from VSMC
preincubated with simvastatin and induced with LDL were
analyzed by EMSA and ELISA. Simvastatin did not
influence the binding of CREB either to specific sequences
containing CRE sites present in NOR-1 promoter (analyzed
by EMSA) (Fig. 5A) or to consensus CRE sequences
(analyzed by ELISA) (Fig. 5B). However, simvastatin
significantly inhibited early CREB phophorylation induced
by LDL by 64+5.8% (Fig. 6) (CREB phosphorylated levels:
100£5% in LDL-treated cells versus 36+5.8% in
LDL +simvastatin-treated cells). This inhibitory effect was
reverted by mevalonate and geranylgeranyol but not by
farnesol. Exotoxin C3 and Y-27632 mimicked the inhibitory
effect produced by simvastatin.

Finally, in transfection experiments both simvastatin
treatment and RhoAT19N-transfection significantly reduced
the transcriptional activity of a reporter plasmid containing 4
CRE sites (p-CRE-Luc) (Fig. 7A). In addition, to evidence
whether simvastatin could specifically modulate the expres-
sion of other CREB-depending genes, we analyzed the

A B
LDL
g g
e [
o ° O
- = i
56 <=
OO0 . <w!w
— < 140,
. & 120
281001
g‘g 80-
S 601
ée\i 40
il it o 20 *
o ol — -
S £
O
LDL

Fig. 5. Simvastatin does not inhibit CREB—CRE binding. A. EMSA
showing the ability of nuclear extracts from human VSMC to bind to the
probe Nor/3CRE. Neither LDL nor simvastatin affected CREB binding to
CRE motifs present in NOR-1 promoter. The super-shift effect of anti-
CREB antibodies is shown. Blots are representative of three independent
experiments. B. Binding of CREB to consensus CRE sequences analyzed
by ELISA (see Methods). The results corresponding to nuclear extracts (20
ng) from control cells and from cells induced with LDL (30 mg/mL, 10
min) in the presence or absence of SIM (20 pumol/L) is shown. Control:
non-induced cells; Comp: 20 pg of competitor oligodeoxynucleotides+nu-
clear protein of cells induced with LDL; CRE": Mutant DNA-Coated well
control+nuclear protein of cells induced with LDL. Results represent the
mean+SEM (n=3 independent experiments performed in triplicate).
P <0.05: *vs Control cells or cells treated with LDL alone or LDL+ SIM.
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Fig. 6. Simvastatin inhibits CREB activation. A. Western blot from human
VSMC showing CREB activation (phosphorylation in Ser'**) by LDL (30
mg/dL, 10 min) and its inhibition by simvastatin (SIM, 20 pmol/L), and Y-
27632 (20 pmol/L) and exotoxin C3 (C3, 25 pmol/L). The effect of
mevalonate (MVA, 100 umol/L), geranylgeranyol (GER, 15 umol/L) and
farnesol (FAR, 15 pmol/L) on SIM effect is shown. Blots are representative
of three independent experiments. B. Graph showing the densitometric
results of the experiments shown in A. Data are mean+SEM. P<0.05: *vs
Control cells; fvs cells treated with LDL alone, with LDL+SIM+MVA or
with LDL+SIM+GER. CT, control (non-induced cells).

effect of simvastatin on non-muscle myosin heavy chain-B
(also known as SMemb) [29]. Indeed, simvastatin inhibited
LDL-induced protein expression levels of SMemb, without
modification of other SMC markers non-regulated by CREB
(SM1 and SM2) (Fig. 7B,C).

4. Discussion

NOR-1 is a member of the NGFI-B family of orphan
nuclear receptors involved in cell proliferation in different
cell types including VSMC [2,3,5,30], that is induced by
coronary angioplasty in vivo [2] and is over-expressed in
atherosclerotic lesions from CAD patients [2,4]. Recently,
we have show that NOR-1 is involved in LDL-induced
VSMC proliferation and that LDL induces NOR-1 expres-
sion by a CREB-dependent mechanism [3]. Here, we show
that simvastatin, an HMG-CoA reductase inhibitor that
inhibits VSMC proliferation [15,16], inhibits the NOR-1 up-
regulation induced by hyperlipidemia in the vascular wall of
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Fig. 7. Simvastatin potentially regulates other CREB-dependent genes. A.
Simvastatin and the RhoA dominant negative (RhoAT19N) inhibit the
promoter activity induced by LDL (30 mg/dL for 4 h) of a construct
composed only of CRE boxes (p-CREB-Luc). CT, control (non-induced
cells); p-CREB-Luc alone (white bars); cotransfection with RhoAT19N
(black bar). Results represent the mean+SEM of three independent
experiments performed in triplicate. P <0.05: *vs control cells (CT); fvs
cells treated with LDL alone. B. Western blots showing levels of SMemb
and other VSMC markers (SM1 and SM2) in cells exposed to LDL (30 mg/
dL for 24 h) in the presence or absence of simvastatin (20 pmol/L) and
geranylgeranyol (GER, 15 pmol/L). C. Graph showing the result
corresponding to the quantification of SMemb protein levels. Data from
two independent experiments performed in triplicate. P<0.05: *vs Control
cells; fvs cells treated with LDL alone or with LDL+SIM+GER. CT,
control (non-induced cells).

hypercholesterolemic pigs and in LDL-induced VSMC, by
interfering RhoA signaling and CREB activation.
Simvastatin, at concentrations that efficiently inhibit cell
proliferation, inhibits NOR-1 expression induced by LDL in
human VSMC. In addition, in the porcine model simvastatin
prevented the up-regulation of NOR-1 observed in the
abdominal aorta of animals fed with a hyperlipemic diet.
Under our experimental conditions of prolonged admin-
istration of a cholesterol and saturated fat rich diet (100

days) to promote cholesterol intestinal absorption, simvas-
tatin did not significantly reduced plasma LDL-cholesterol
levels but strongly reduced NOR-1 expression in the porcine
vessels (quantitatively assessed by real time PCR). These
results suggest a direct effect of simvastatin on the vascular
wall, which is in concordance with previous results showing
vascular effect of these drugs unrelated with plasma
cholesterol lowering [15—18].

The effect of simvastatin on both DNA synthesis and
NOR-1 expression induced by LDL in VSMC was reverted
by geranylgeranyol but not by farnesol. In contrast, the
LDL-induced expression of c-fos was reverted by farnesol
but not by geranylgeranyol, consistent with the well-known
role of Ras (a farnesylated protein) in c-fos up-regulation
[31]. Our present results suggest a prominent role of NOR-1
over other genes, such as the proto-oncogene c-fos, in the
growth-related effects promoted by LDL in VSMC.

Regarding geranylgeranylated proteins involved in these
effects, RhoA seems to play a key role because simvastatin
interfered with RhoA membrane translocation and inhibitors
of RhoA (exotoxin C3), Rho proteins (toxin B) or ROCK
(Y-27632) mimicked the simvastatin inhibitory effect on
NOR-1 expression. The critical role of Rho in the
simvastatin anti-proliferative effects on VSMC is in agree-
ment with previous papers showing that VSMC prolifer-
ation inhibited by statins is highly dependent on
geranylgeranylated proteins [19,32,33]. In fact, newly
synthesized RhoA is isoprenylated and translocated to
membranes coincident with progression of the Gl to S
phase in growing cells [34], and the down-regulation of
p27"! by RhoA mediates the induction of DNA synthesis
in VSMC [33,35]. Previously we showed that LDL-induced
NOR-1 is mediated by GPCR, from our present data we
propose that NOR-1 up-regulation by LDL would be
modulated by GPCR-dependent pathways via RhoA/
ROCK. In fact, the RhoA/ROCK pathway is a mediator
of GPCR signaling [36] which play a crucial role regulating
different processes including cell cycle and growth pro-
cesses and that has been involved in neointimal formation in
balloon-injured arteries [37].

Since LDL induced NOR-1 in a CREB-dependent
manner [3], we analyze whether simvastatin could modu-
late NOR-1 preventing CREB function. Neither LDL nor
simvastatin affected CREB binding to CRE boxes present
in the NOR-1 promoter or to oligonucleotides containing
consensus CRE sequences, according with the ability of
CREB to constitutively bind to its response element [38].
However, simvastatin significantly reduced CREB activa-
tion (phosphorylation in Ser'**) and NOR-1 promoter
activity in cell transfected with a luciferase reporter system.
In addition, specific inhibition of RhoA or ROCK also
reduced CREB phosphorylation, and a RhoA dominant
negative (RhoAT19N) completely prevented NOR-1 pro-
moter activity. Therefore, our results show that in VSMC
functional RhoA is required for LDL-induced cell signal-
ing leading to CREB activation. The inhibition of CREB
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407 by statins could be relevant beyond NOR-1 down-
408 regulation because recent papers argue for a main role of
409 CREB in VSMC survival/proliferation and vascular
410 remodeling processes [39—41]. In fact, our results using
411 a reporter plasmid containing 4 CRE boxes (p-CRE-Luc)
412 suggest that simvastatin could potentially regulate other
413 genes containing functional CRE sites. Moreover, we show
414 that LDL induced while simvastatin inhibited the protein
415 levels of SMemb, a marker for dedifferentiated VSMC,
416 that increases in intimal SMC of hypercholesterolemic
417 animal models [42] and after balloon angioplasty [43].
418 Since SMemb is activated by CREB (through a functional
419 CRE site present in its promoter) [29], we could consider
420 that LDL may up-regulate its expression through a CREB-
421 dependent mechanism while simvastatin reverts this effect
422 on the basis of its interference in RhoA and CREB
423 activation. However, further experiments are needed to
424 demonstrate this relationship.

425 In summary, the vascular effects of LDL could be
426 modulated by simvastatin treatment both by controlling
427 plasma LDL levels and by directly regulating cell signaling
428 pathways. Our results emphasize the role of RhoA in the
429 growth promoting effects induced by LDL and suggest that
430 NOR-1 and CREB could be key transcription factors
431 mediating the in vivo effects of statins on the vascular wall.
432 Further studies, including immunohistochemical analyses,
433 are needed to confirm the involvement of NOR-1 in the
434 vascular effects of statins.
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Abstract

Neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1) is a transcription factor over-expressed in human atherosclerotic plaques that is involved
in vascular smooth muscle cell proliferation. The aim of this study was to analyze whether NOR-1 plays a role in vascular endothelial
growth factor (VEGF) induced endothelial cell growth. VEGF induced an early and transient up-regulation of NOR-1 in human umbil-
ical vein endothelial cells (HUVEC). NOR-1 up-regulation by VEGF is processed through VEGF receptor-2 (VEGFR-2) and involves

different signaling pathways including increase in cytosoli¢*Cactivation of protein kinase C and mitogen-activated protein kinase

(MAPK) pathways (both extracellular-signaling regulated kinase [ERK] and p38 MAPK). VEGF induced CREB activation (phosphory-
lation in Set®). In transfection assays, a dominant-negative of CREB inhibited NOR-1 promoter activity, while mutation of the three
CRE sites in the NOR-1 promoter abolished VEGF-induced NOR-1 promoter activity. Antisense oligonucleotides against NOR-1 inhibited
VEGF-induced endothelial cell growth (reduced DNA synthesis, and inhibited cell cycle progression and endothelial cell wound repair after
mechanical injury). These results indicate that NOR-1 could be a key transcription factor regulating endothelial cell growth induced by

VEGF.
© 2005 Published by Elsevier Ireland Ltd.

Keywords: Endothelium; NOR-1; VEGF; Gene expression

1. Introduction Neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1; also called
NR4A3) is an early gene that has been involved in T-celb

Endothelial cell growth is critical in different processes apoptosis[8], neuronal cell differentiatiori9,10] and em-
including the endothelial repair at sites of spontaneous or bryogenesigl1]. Recently, NOR-1 has also been identified.
iatrogenic disruption and the formation of new vessels (neo- as a key gene involved in VSMC proliferatigi?,13] NOR- .
vascularization]1,2]. In these processes endothelial cells mi- 1 is up-regulated by angioplasf§2], is over-expressed in s
grate and proliferate as a result of the modulation of gene atherosclerotic lesions from patients with coronary artery dis:
expression triggered by growth factors. In the last years vas-easg12,13]and is induced by growth factors, cytokines ands
cular endothelial growth factor (VEGF) has emerged as a low density lipoproteins in VSMC in culturd2-14] Inen- 4
key cytokine that elicits an array of biologic activities in en- dothelial cells NOR-1 is induced by thrombin, serum and
dothelial cells[3,4]. VEGF is essential for endothelial cell VEGF[15,16]but its role in endothelial cell function is un- s
growth under physiological conditions and in a variety of dis- known. 49
ease states including atherosclerosis and cdbg&r How- The aim of this study was to analyze the role of NOR-%o
ever, little is known about early genes that are likely to play in VEGF-induced cell growth. We show that NOR-1 express:
a central role regulating VEGF long-term biologic effects sion induced by VEGF is dependent on VEGF receptor-2
[7]. (VEGFR-2) and involves different signaling pathways thais
lead to cCAMP response element binding protein (CREB)=

* Corresponding author. Tel.: +34 93 5565880; fax: +34 93 5565559,  Mediated activation of NOR-1. NOR-1 seems to play a key
E-mail addresslbadimon@csic-iccc.santpau.es (L. Badimon). role in the cell cycle effects induced by VEGF in endotheliaie

0021-9150/$ — see front matter © 2005 Published by Elsevier Ireland Ltd.
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2005.04.008
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cells as well as in the re-endothelization process following a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) wese
mechanical injury. used to normalize resulf$2]. 109

. 2.3. Real-time RT-PCR 110

2. Material and methods
Total RNA was isolated as indicated above. RNA was ren
verse transcribed with Tagman RT Kit (Applied Byosistems).
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were With random hexamsrs. ASsays on-DemE_{Y‘\dApplled Bio- us
purchased from Advancell and were cultured in medium 199 SyStems) of TagMalt! fluorescent real-time PCR primersi

(Kibbutz Industries) supplemented with 20 mmol/L HEPES, and probes were used for NOR-1 (Hs00175077) and s
pH 7.4 (Gibco), 20% of fetal calf serum (FCS, Biologi- GAPDH (4326317E), that was used as endogenous contra.

2.1. Cell culture

cal Industries), 3Q.g/mL of endothelial cell growth sup-
plement (Sigma), 2mmol/L glutamine (Gibco), 1 mmol/L 2-4. Western blot wr
pyruvate (Gibco), 10Q.g/mL heparin (Sigma) and antibi-
otics (100U/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin)
(Gibco). HUVEC were used between passages 3 and 4. Cell
were seeded in multiwell-plates and at subconfluency were !
arrested with medium containing 10% FCS for 24h. Ar- ort(_)vanadatg]. Proteins were analy;ed byWeste_rn blot as de-
rested cells were stimulated with vascular endothelial growth SCried previously[17]. Blots were incubated with an an-iz.
factor-165 (VEGF-165, R&D), 10% human serum (HS), tlbOQy against CREB phosphoryla’Fed In S%r(Slgma) or . 123
interleukin-18 (IL-1B, Amersham), transforming growth against total CREI_B (Santa Cruz_Blotechn_ology). Detectlcm_
factor B (TGFB, Amersham) or placental-derived growth WaS performed using a hqrseradlsh p_eromdase-lab_eled anti-
factor (PIGF, R&D). When needed, cells were pretreated '2Pbit I9G and the Supgrygﬁéﬂ detection system (Pierce).is
with inhibitors for 30 min before stimulus (unless otherwise Edua! loading of protein in each lane was verified staining
stated). The inhibitors used were: SU5614 (a VEGF recep- filters with Pounceau. 128
tor inhibitor, Calbiochem), 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethano-
N,N,N',N'-tetraacetic acid tetrakis acetoxymethyl ester

(BAPTA-AM, a calcium chelator, Sigma) (added 1h be- . L
fore stimulus), bisindolylmaleimide | (Bis, a PKC inhibitor, ~ 1N€ plasmid pNOR/—1703 containing the human NOR-iso

Sigma), 12-(2-cyanoethyl)-6,7,12,13-tetrahydro-13-methyl- 1 promoter (from-1703 to +264) was kindly provided by Dr 1z
5-0x0-5H-indolo[2,3-a]pyrrolo[3,4-c]carbazole§6976, an N. Ohkura (Grpwth Factor Division, NatlonaI.Cancer Center.
inhibitor of calcium-dependent PKCs, Biomol), U0128 (a Research Institute, Tokyo, Japan). CRE motifs were mutated

MEK inhibitor, Calbiochem), SB203580 (a p38 MAPK in- by side-directed mutagenesis on pN&R1703 using the 1
hibitor, Oxford Biomedical Research Inc.). QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) &s

previously describefil4]. 136

HUVEC were stimulated with VEGF as indicated above:s
Lell monolayers were washed with PBS and lysed with lysis
buffer [1% SDS in 10 mmol/L Tris—HCI (pH 7.4), 1 mmol/L 12

2.5. Construction of NOR-1 promoter constructs 129

2.2. RT-PCR
2.6. Transient transfection and luciferase assays 137

Total RNA was isolated using Ultraspét (Biotex Lab-
oratories) according to the manufacturer's recommenda- HUVEC were transfected with luciferase expression vegs
tions and was reverse-transcribed. NOR-1 mRNA levels tors (pNORx/—1703 or with this construct mutated in CREso
were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) us-boxes) using Lipofectind! Reagent (Invitrogen) accordinguo
ing the PCR DIG Labeling Mix (Roche) as described to the manufacturer’s protocol. Transfected cells were asr
[12]. The specific NOR-1 oligonucleotides used were: rested for 24h and then were stimulated with VEGF fat.
5-AGGGCTGCAAGGGCTTTTTCAAGAGA-3 and B5- 4 h. Luciferase activity was measured in cell lysates using
TGCTTTCTACAGGAGCTGCT-3 Amplification was car- Luciferase assay kit (Promega). pSgal (Promega) was 1

ried out by 24 cycles: denaturation, 924 for 30s; an- used as an internal control. In co-transfection assays a CREzB
nealing, 6°C for 1 min; and polymerization, 7Z for dominant-negative (Clontech) was used. 146
1min 30s. PCR products were resolved by electrophore-

sis in agarose gels and transferred onto nylon mem-2.7. Determination of DNA synthesis 147

branes (Nytraf™ plus; Schleicher & Shuell) by a stan-

dard capillary technique. Blots were UV cross-linked. Arrested HUVEC were stimulated with VEGF (50 ng/mL s
Detection of digoxigenin-labeled nucleic acids was per- in medium containing 0.p.Ci/mL of [3H]thymidine in pres- s
formed with an anti-digoxigenin antibody linked to al- ence of absence of phosphorothioate oligodeoxynucleotides
kaline phosphatase and disodium 3-(4-methoxygpi/2 (ODNs) against NOR-1 (STTGGACGCAGGGCAT-3) as s
dioxetano-3,2(5'-chloro)trycyclo[3.3.1.37] Decar}-4-yl) previously reported in VSM12,14] [3H]thymidine incor- s
phenylphosphate (CSPD) was used as substrate. Levels oporation was determined as descrifpg8].
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2.8. Cell cycle progression analysis =
- " w o 3
(&) T > = —}

Arrested HUVEC were stimulated with VEGF (50 ng/mL)
for 24h in presence of absence of the phosphorothioate NOR-1 - e
ODNSs against NOR-1. Cell were trypsinizated and DNA
was stained with propidium iodine with the DNA-Pfép
(Beckman Coulter) according to the manufacturer’s recom-
mendations and cell cycle phases were assessed by flow
cytometry (Coulter Epics XL) as describgtR]. Cell cycle
distribution analysis was performed with cylchred software:
http://www.cardiff.ac.uk/medicine/haematology/cytonetuk/
documents/software.htfrom the Department of Haematol-
ogy of the University of Cardiff (UK).

w
[

©
o
=

2

°
—+

o
o
L

L
o
L

NOR-1 mRNA levels
(relative to gapdh)
[+,

2.9. Invitro wound healing assay

o
I

The ability of antisense NOR-1 ODNSs to inhibit endothe-

. . St (B) VEGF (ng/mL)
lial cell wound repair after mechanical injury was assessed
in HUVEC in culture as previously described in VSNIT2]. P
Briefly, confluent growth-arrested HUVEC were injured with ° 3
a scraper, and then were stimulated with VEGF for 24 hin the 2 g
presence or absence of the ODNSs indicated above. Cells were % e
fixed and stained with methylene blue and images were digi- =
talized by a Sony 3CCD camera. Cell number in the denuded = %
zone was then quantifigd?2]. =~
CT 1 3 5 8 Hours

2.10. Statistical analysis ©) VEGE

Results are expressed as mega®.E.M. A Stat View Il Fig. 1. VEGF induces NOR-1 expression in HUVEC. (A) RT-PCR show-

(Abacus Concepts) statistical package for the Macintosh ing NOR-1 expression in HUVEC induced with 10% human serum (HS),
computer system was used for all analysis. Multiple groups VEGF (50ng/mL), IL-B (1 ng/mL) or TGE (0.1 nmol/L) during 1 h. Rep-

} . resentative blots (three independent experiments performed in duplicate) are
were compared by one-factor ANOVA, followed by Fisher shown. (B) Real time RT-PCR showing NOR-1 expression in the presence

PLSD to assess SpeCIfIC group differences. of increasing concentrations of VEGF (0.5, 5 and 50 ng/mL) (three indepen-
dent experiments performed in triplicate). (C) HUVEC were induced with
VEGF (50 ng/mL) at different times and NOR-1 expression was analyzed by

3. Results real time RT-PCR (three independent experiments performed in triplicate).
p<0.05: *vs. CT;t vs. CT or cells with 0.5 or 5 ng/mL of VEGF.

3.1. VEGF induces NOR-1 expression through

VEGFR-2 classical (calcium dependent) and non-classical (calcium -
dependent) PKCs would be involved in NOR-1 expressiogm
We studied the effect of VEGF, IL8land TGRB in com- In addition, both U0128 (a MEK inhibitor) and SB203580 (&

parison with human serum on NOR-1 expression in endothe- P38 MAPK inhibitor) inhibited NOR-1 expressioftig. 2B). 2
lial cells. VEGF was a strong NOR-1 inductor, while 113-1
showed a slightly induction and T@Fdid not produce any  3.2. VEGF induces NOR-1 expression through CREB 204

effect (Fig. 1A). VEGF (0.5-50 ng/mL) induced NOR-1ina activation 208
dose-dependent mannéiig. 1B) reaching maximal expres-
sion levels after 1 h of inductior{g. 1C). VEGF induced CREB activation (phosphorylation ines

PIGF (a specific VEGFR-1 ligand) did not induce NOR- Sef33) through the same pathways inducing NOR-1 expres:
1; in contrast, SU5614 (a VEGFR-2 inhibitor) abrogated sion. In fact, CREB activation was fully inhibited by bisin-zs
VEGF-induced NOR-1 expressiofi@. 2A). Thus, NOR-1 dolylmaleimide I, U0128 and SB203580 but only partiallyos
up-regulation by VEGF seems to be dependent on VEGFR-2by a BAPTA-AM or by G36976 Fig. 3A). In contrast, PIGF, 210
butindependent of VEGFR-1. Bisindolylmaleimide | (a gen- that does not induce NOR-1 up-regulation, did not induce
eral PKC inhibitor) fully inhibited NOR-1 expression, while CREB activation in accordance with previous studiey. .
either BAPTA-AM (a calcium chelator) or €976 (an in- We analyzed the role of the three CRE sites present in the
hibitor of calcium-dependent PKCs) only modestly inhibited NOR-1 promoter that have been shown to be critical for NOR:=
NOR-1 expressionHig. 2B). These data suggest that both 1 up-regulation in other cell types including VSM©4,20] 21
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1 -
0= 0 . VEGF @é &
25 CT - SuBABis G6 UsB cT
2g"® CREB-P [ -
g Sert3 7 g =
5 o 5- ( )
; | 3 | |
E%Z,S- t (A) CREB [SSSseigse— — - -
O
2 o-
cT & 5 3 1703 %284
A) 4 o o § |——A—— cre1|crez| cres Luc |
>0
10 4 83 CRE1 CRE2 CRE3 42
(B) AGGGTGACGTAGCGTCCCATGGCGTCACATTGACGTCTCGCAT
N —~
- =
23
32 VEGF
<« o)
Z o Fg
'JEﬁ - £ & 2004
S 80
v = [0} 5
5 2 8 100
z= 85 |
g
CT - BA Bis G6 U SB a~
0-

VEGF

Fig. 2. Signal transduction pathways involved in VEGF-dependent NOR-
1 expression. (A) Real-time RT-PCR showing NOR-1 expression in
HUVEC treated with VEGF (50ng/mL), PIGF (50ng/mL) or VEGF
(50 ng/mL)/SU5614 (.mol/L) (three independent experiments performed
intriplicate). (B) Real-time RT-PCR showing NOR-1 expression in HUVEC
induced with VEGF (50 ng/mL) in the presence of different signaling path-
way inhibitors: BAPTA-AM (BA, 15umol/L), bisindolylmaleimide | (Bis,
5umol/L), G66976 (@, 3wmol/L), U0128 (U, 1Qumol/L) and SB203580
(SB, 5umol/L) (three independent experiments performed in triplicate).
p<0.05: * vs. CT;7 vs. cells treated with VEGF along;vs. cells treated
with VEGF alone or VEGF plus BAPTA-AM or G6976.

In transient transfection experiments, we observed that mu-

3
5

w300 N

+1M

eerd34O

(©)

Fig. 3. VEGF induces NOR-1 expression through CREB activation. (A)
HUVEC were induced 10 min with VEGF (50 ng/mL) and CREB activa-
tion (phosphorylation in S&3) was analyzed by Western blot. Inhibitors
were used as is indicatedig. 2 PIGF (50 ng/mL) does not induce CREB
activation. Representative blots (three independent experiments performed
in triplicate) are shown. (B) Structure of the NOR-1 promoter, the three
CRE motifs present in positions from83 to—42 are shown. CRE sites are
indicated in bold, and the bases mutated are boxed. (C) NOR-1 promoter
activity was measured as luciferase activity in transfected cells (three in-
dependent experiments performed in quadruple). WT, wild-type promoter

tagenesis of these CRE sites abolished VEGF-induced NOR-(pNORx/—1703); Mt CRE***, pNORx/—1703 with the 3 CRE boxes mu-

1 promoter activity; moreover, cotransfection with a CREB
dominant-negative (CREB mutated in &8y significantly
inhibited NOR-1 promoter activityHig. 3C). Thus, VEGF
induces NOR-1 promoter activity in a CRE/CREB fashion.

3.3. NOR-1isinvolved in the regulation of DNA
synthesis in EC

In order to assess the role of NOR-1 in endothelial cell
DNA synthesis we used ODNs against NOR-1 (AS-NOR)
which have been previously used to show the involvement
of NOR-1 in VSMC proliferation[12,14] In the presence
of AS-NOR, VEGF induced DNA synthesis was inhibited,

while the corresponding sense sequence (SE-NOR) did not

have any effectKig. 4).

3.4. NOR-1 regulates cell cycle progression in
endothelial cells

We analyzed by FACS the effect of AS-NOR on VEGF-

tated; CREB33, CREB dominant-negativp< 0.05: *vs. control cells trans-
fected with wild-type promoter; vs. cells transfected with WT and induced
with VEGF.

VEGF
*
200 -
*
150 4
» o~
B L
o O
£E100
= ]
o
% O T
< O
&8 50
0 4
cT - & m
z z
o) o)
Py Py

Fig. 4. NOR-1 modulates endothelial cell DNA synthesis. Arrested HUVEC
were induced with VEGF (50 ng/mL) for 24 h. ODN (jfunol/L) were added
6 h before induction(=3). AS-NOR, antisense oligonucleotides against

induced cell cycle progression. VEGF increased the propor- Nor-1; SE-NOR, the corresponding sense sequeme.05: * vs. CT

tion on endothelial cells in S phase (31.8% in controls ver-

cells;t vs. VEGF-treated cells.
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VEGF sus 58.9% in VEGF-treated cells) while decreased cellsia
o * Go/G1 phase (51.4% in controls versus 27.9% in VEGFEs
] *

treated cells). AS-NOR abolished the effect of VEGF ons
cell cycle progressiorHg. 5. SE-NOR did not significantly 2ss
40 - t modify cell cycle progression. 240

S phase
(% of cells)

20 | 3.5. NOR-1 modulates endothelial cell growth inanin  2a

vitro model of wound repair 202
0- T n > " In awell-described model of in vitro wound repHi®,21] 2
2 i we checked the role of NOR-1 in VEGF-induced endotheliak
(A) 9 9 cell growth. AS-NOR significantly inhibited VEGF-inducedkss
cell re-growth over the damaged zone, while the correspond-
ing sense sequence (SE-NOR) did not produce any effegct
VEGF -
60 - (Flg 6) 248
.I.
O ~
S3 a0 - 4. Discussion
< %) . % . ISCUSSI 249
55
o 4 ] We and others have show that NOR-1, an early gene that
modulates VSMC proliferatiof12,14] is induced by differ- 2
ent mitogens including VEGF in endothelial ce]lh,16] 25
o= . _ > * In this work, we show that VEGF induces NOR-1 expresss
¢ 2 il sion in endothelial cells through a mechanism dependentsn
(B) ) 2 VEGFR-2 that involves different signaling pathways leadss

ing to CREB activation. Specific NOR-1 inhibition preventeés
Fig. 5. NOR-1 regulates cell cycle progression in EC. Cells were treated \/EGF-induced endothelial cell growth suggesting that NORs

as indicated irFig. 4and at the end of the treatment cell cycle distribution 1 could be a key transcription factor regulating the endothelial
was analyzed by FACS. Cell number in each cell cycle phase was quantified . .
cell proliferative response to VEGF. 259

using cylchred softwarenE 3). p<0.05: * vs. CT cellsj vs. VEGF-treated . h .
cells. We show that the induction of NOR-1 by VEGF is depertso

dent on VEGFR-2 (KDR/FIk-1), the main VEGF receptots
mediating both the signal transduction and the biologic re-
sponses triggered by VEGF in endothelial cEll22]. Differ- 263
entsignaling pathways downstream VEGFR-2 were involved
in NOR-1 up-regulation including calcium mobilization, acaes
tivation of both classical and non-classical PKCs, ERK and
p38 MAPKSs. These pathways are similar to those involved i
NOR-1 expressionin VSM{12,14} although, in endothelial 2
cells both calcium and classical PKCs (i.e. calcium depefs
dent) seem to play a minor role. We observed that the up-
regulation of NOR-1 by VEGF is associated to the ability of:
this cytokine to promote CREB activation (phosphorylatios.
in Sef33) [19]. In fact, both CREB activation and NOR-1 ex=7
76 4 * pression induced by VEGF were prevented by interfering the
signaling pathways mentioned above. In addition, in transs
fection assays VEGF induced NOR-1 promoter activity ifs
endothelial cells in a CREB dependent manner. Therefose,

VEGF +AS-NOR

VEGF

100

Cells in the denuded zone
(% of controls)

60 - - > o NOR-1 is up-regulated through different signaling pathways
(B) 4 v triggered by VEGF in EC, primarily via VEGFR-2, that “con-zr
= e verge” at the level of CREB. 280

To assess the potential role of NOR-1 in endothelial ceil
Fig. 6. NOR-1 is involved in endothelial cell wound healing. Arrested growth we specifically inhibited NOR-1 expression with ars.
endothelial cells were injured with a scraper and induced with VEGF tisense ODNs as previously shown in VSMQ 14] We s

(50 ng/mL). ODN (1Qumol/L) were added 6 h before induction. 24 h af- . .
ter induction cells were fixed and stained with methylene blue and cells in found that the inhibition of NOR-1 expression decreases

damage zone were quantified (two independent experiment performed inPOth DINA 5ynthe§i5 and cell Cy_C_le progression induced by
quintuple).p<0.05: * vs. VEGF-treated cells. VEGF in endothelial cells. In addition, these ODNs prevented
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VEGF-induced endothelial cell re-growthinanin vittomodel pital de la Santa Creu i Sant Pau for their collaboration. We
of wound repair. Although the mechanism involvedin NOR-1 thank Berta Raposo for her help in FACS analysis. Authoss
dependent cell proliferation is largely unknown, these results are indebted to the technical assistance provided by Silvia
are in agreementwith previous findings in VSMC and in other Aguild. Jordi Rius and Javier Crespo have been recipients:af
cell types suggesting a prominent role of this orphan receptor Research Fellowships from DURSI and Fun@adie Inves- 3.

in cell growth[12,14,23]
NOR-1 is a member of the NR4A subfamily of nuclear
receptors originally identified in forebrain neural cells under-

going apoptosif24]. NOR-1 as well as the other two closely References

related members of the NR4A subfamily, Nur77 (also known
as nerve growth factor (NGF)-induced clone B [NGFI-B])
and Nurrl (Nur-related factor 1) have been involved in dif-
ferent cell processes including apoptdsik cell differentia-
tion[9,10]and proliferatioj12—14,23] Unlike most nuclear
receptors whose transcriptional activity is regulated by direct
modulatory ligands, NR4A genes do not appear to require
ligand binding for activatiofi25—-27} in contrast, in vascular
cells they are highly responsive to growth factors, cytokines,
lipoproteins and thrombifil2—14,23] These nuclear recep-
tors are highly homologous and they all are early induced
by growth factors (including VEGF) through similar signal-
ing pathway$15,16,23,28]however, they exhibit significant
differences, among them in their ability to dimerize and to
bind to closely related response elemd@29,30] In ad-
dition, although in some systems these genes could play re-
dundant functions, for instance NOR-1 and Nur-77 are both
involved in T-cell apoptosi$8], recent results suggest that
they could play opposite roles in vascular cell proliferation
[12-14,31]Indeed, Nur77 over-expression inhibited both en-
dothelial cells and VSMC proliferatiofi3,31], while NOR-

1 inhibition reduces the proliferation of both VSMT2,14]

tigacion Cardiovascular, respectively.
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Adendum al articulo 3: “NOR-1 is Involved in VEGF-induced
Endothelial Cell Growth”.

O
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Figura 2 Induccion de la expresién de NOR-1 por LDL en HUVEC
Figura que muestra la expresion de NOR-1 en HUVEC inducidas
con diferentes concentraciones de LDL durante 1 hora. El RNA de
estas células fue analizado por RT-PCR. Las concentraciones de
LDL utilizadas fueron 5, 10, 15 y 30 mg de proteina/dl. Las LDL
inducen la expresion de NOR-1 en HUVEC.



IV. Resumen de
resultados



Resumen de resultados

Resumen de resultados:

ARTICULO 1: “Involvement of Neuron-derived Orphan Receptor-1
(NOR-1) in LDL-induced mitogenic stimulus in vascular smooth

muscle cells: role of CREB".

Las LDL inducen la expresion de NOR-1 en CML.

La expresion de NOR-1 es inducida por LDL en CML de manera dependiente
de la dosis. Concentraciones altas de VLDL y LDLox (10 mg/dl) inducen la
expresion de NOR-1, pero de una manera claramente inferior al efecto
producido por las LDL (figura 1A). Las LDL inducen la expresion de NOR-1 de
forma transitoria, produciendo una maxima inducciéon 1 hora después del

estimulo, y disminuyendo a niveles basales a las 8 horas (figura 1B).

Oligonucledtidos antisentido contra NOR-1 inhiben la sintesis de DNA
inducida por LDL.

La expresion de NOR-1 inducida por LDL en CML, es inhibida por
oligonucledtidos antisentido contra NOR-1 (figura 2 A). Estos mismos
oligonucledtidos, inhiben la sintesis de DNA inducida por LDL en estas células,
a niveles similares que los producidos por un oligonucleotido antisentido contra

c-fos (figura 2 B).

Vias de sefalizacion involucradas en la induccion de NOR-1.

Para estudiar las vias de sefializacion involucradas en la induccion de NOR-1
por LDL, se utilizaron diferentes inhibidores de estas vias. La induccién de la
expresion de NOR-1 es dependiente de la activacion de proteinas Gipo
(inhibidas por toxina pertussis), del aumento de calcio citosélico (inhibido por un
quelante de calcio [BAPTA]), y de la activacion de PKC (inhibida por GF-
109203X) (figura 3A). También es dependiente de la activacion de las vias
p44/pd2 MAPK y p38 MAPK (inhibidas por PD98059 y SB203580
respectivamente). La utilizacion del H-89, un inhibidor de la PKA, también
inhibe el efecto de las LDL (figura 3B).
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Resumen de resultados

Las LDL inducen fosforilacion de CREB.

Las LDL inducen una rapida y transitoria fosforilacion de CREB en Ser'*?
(figura 4A). Este efecto de las LDL es inhibido en presencia de BAPTA y GF-
109203X (figura 4B).

CREB se une a los CRE presentes en promotor de NOR-1.

En experimentos de retardo en gel, los extractos nucleares de CML, se unen a
tres sitios CRE presentes en el promotor de NOR-1. La induccion de la
fosforilacion de CREB en estas células con LDL, no vario la union los

elementos de respuesta (figura | aprt. online).

Los elementos CRE regulan lainduccion de NOR-1 por LDL.

Para estudiar el papel de los elementos CRE presentes en el promotor de
NOR-1, CML de rata fueron transfectadas con un fragmento del promotor de
NOR-1 unido a luciferasa como gen reportero y se analizé la actividad de este.
Igual que en CML humanas, en estas células las LDL inducen la expresion de
NOR-1. Este efecto es inhibido por un quelante de calcio (BAPTA-AM) y un
inhibidor de la PKC (GF-109203X) (figura Il aprt. online). Las LDL inducen la
actividad del promotor de NOR-1, mientras que BAPTA-AM y GH-109203X
inhiben este efecto. La actividad del promotor de NOR-1 también fue inhibida
cuando las células se contransfectaban con un dominante negativo de CREB o
cuando se eliminaban los sitios CRE del promotor de NOR-1 por mutagénesis
dirigida (figura 5B).

Adendum al articulo 1:

NOR-1 es inducido por S1P en CML.

Para estudiar el papel de diferentes componentes de las LDL sobre la
expresion de NOR-1, se incubaron CML con S1P y LPA a diferentes
concentraciones, y se analizd el RNA de estas células por RT-PCR. La
expresion de NOR-1 aumento de manera dependiente de la dosis con S1P,
mientras que no se observd ninguna variacion de la expresion de NOR-1 en

células inducidas con LPA.
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Resumen de resultados

ARTICULO 2: “Simvastatin inhibits NOR-1 expression induced by
hyperlipemia by interfering with CREB activation”

Las estatinas inhiben la expresion de NOR-1 en CML in vitro y en la pared
arterial de cerdos hiperlipémicos.
Las estatinas (atorvastatina 10 uM Yy simvastatina a concentraciones
crecientes) inhiben la expresion de NOR-1 en CML inducidas con LDL (figura
1A). In vivo la expresion de NOR-1 fue inducida en pared vascular de cerdos
sometidos a una dieta rica en colesterol, e inhibida cuando estos animales eran
tratados con simvastatina.(Figura 1B).

Las proteinas geranilgeraniladas son clave en la induccién por LDL de la
sintesis de DNA y de la expresion de NOR-1 en CML.
La induccién de sintesis de DNA por LDL es inhibida por estatinas y revertida
por mevalonato y geranilgeraniol, pero no por farnesol (figura 2A). Lo mismo

ocurre en la induccién de la expresion de NOR-1 por LDL (figura 2B y 2C).

La via de RhoA/ROCK esté involucrada en la sobreexpresion de NOR-1
inducida por LDL.

La simvastatina inhibe la activacion de RhoA porque inhibe su isoprenilacion y
translocaciéon a membrana (figura 3A). Para estudiar si RhoA esta involucrado
en la induccion de NOR-1 por LDL, se utilizaron diferentes inhibidores de la via
RhoA/ROCK. Toxina B (un inhibidor de proteinas Rho), C3 (un inhibidor de
RhoA) e Y-27632 (un inhibidor de ROCK), inhiben la expresion de NOR-1
inducida por LDL (figura 3B y 3C). En experimentos con un gen reportero, la
simvastatina inhibe la actividad del promotor de NOR-1 inducida por LDL. Este
efecto es revertido por mevalonato y geranilgeraniol, pero no farnesol.
RhoAT19N, un dominante negativo de RhoA, también inhibe la actividad del
promotor de NOR-1 inducida por LDL (figura 4A). Por el contrario, ni la
simvastatina ni RhoAT19N producen ningun efecto sobre un promotor minimo
(p410-DHFR-Luc) (figura 4B).
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La simvastatina inhibe la fosforilacién y la actividad de CREB

CREB es un factor de transcripcion que esté involucrado en la induccion de la
expresion de NOR-1 por LDL. Por ello quisimos estudiar el efecto de la
simvastatina sobre la unién de CREB a su elemento de respuesta CRE. Ni la
simvastatina ni las LDL afectan la union de CREB a los elementos CRE del
promotor de NOR-1, ni tampoco a los elementos CRE de una secuencia
consenso (figura 5A y 5B). Por el contrario, la simvastatina inhibe la
fosforilacién inducida por LDL de CREB en Ser™*®, Este efecto es revertido por
geranilgeraniol y mevalonato, pero no por farnesol. Un inhibidor de RhoA
(exotoxina C3) y un inhibidor de ROCK (Y-27632), también inhiben la
fosforilacién de CREB en Ser** inducida por LDL (figura 6A y 6B). En estudios
de gen reportero, la simvastatina y RhoAT19N inhiben la actividad inducida por
LDL de un promotor basico regulado por cuatro cajas CRE. Ademas, la
simvastatina inhibe la expresion de otro gen, el Smemb, cuyo promotor también

esta regulado por el factor de transcripcion CREB (figura 7By 7C).
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ARTICULO 3: “NOR-1 is Involved in VEGF-induced Endothelial Cell
Growth”.
VEGF induce la expresion de NOR-1 a través de receptores VEGFR-2.

VEGF induce la expresion de NOR-1 en células endoteliales de cordén
umbilical humano (HUVEC). Esta expresion es dependiente de la
concentracion de VEGF, y es maxima 1 hora después de la induccion (figura
1A, 1By 1C).

PIGF (ligando especifico para VEGFR-1), no induce la expresion de
NOR-1, mientras que un inhibidor de VEGFR-2 (SU5614), reduce la expresion
de NOR-1 inducida por VEGF, indicando que VEGFR-2 estéa involucrado en la
actividad de la expresion de NOR-1 por VEGF (figura 2A).

Para estudiar diferentes vias que estuvieran involucradas con la
activacion de NOR-1 por VEGF en HUVEC, se testaron diferentes inhibidores.
Bisindolylmaleimida | (un inhibidor general de PKC) inhibe totalmente la
expresion de NOR-1, mientras que BAPTA-AM (un quelante de calcio) o
G066976 (un inhibidor de proteinas PKC dependientes de calcio), solo inhiben
parcialmente la expresion de NOR-1. U0128 (un inhibidor de MEK) y SB203580
(un inhibidor de p38 MAPK) inhiben la expresion de NOR-1 (figura 2B).

VEGF induce la expresion de NOR-1 a través de la activacion de CREB.
VEGF induce la actividad de CREB por fosforilacién en Ser**3. Dicha activacion
es inhibida totalmente por bisindolylmaleimida I, por U0128, y por SB203580,
mientras que es inhibida parcialmente por BAPTA-AM y por G66976 (figura
3A).

La mutacion de las diferentes cajas CRE del promotor de NOR-1, al igual
gue la contransfeccion con el dominante negativo de CREB, inhibe la actividad

del promotor de NOR-1 inducida por VEGF en células endoteliales (figura 3C).
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NOR-1 esté involucrado en la regulacion de la sintesis de DNA inducida
por VEGF

En presencia de oligonucleétidos anti NOR-1, la sintesis de DNA inducida por
VEGF en HUVEC, fue inhibida (figura 4).

NOR-1 regula la progresion del ciclo celular en células endoteliales.

Se analiz6 por citometria de flujo el efecto de oligonucleotidos antisentido
contra NOR-1 en la progresion del ciclo celular de HUVEC. VEGF incrementa
el nimero de células en fase S, mientras que disminuye el nimero de células
gue se encuentra en fase Go/G;. Oligonucleoétidos antisentido anti NOR-1 inhibe

este efecto del VEGF sobre la progresion del ciclo celular (figura 5A 'y B).

NOR-1 modula el crecimiento de las células endoteliales, en un modelo de
reparacion de herida in vitro

El oligonucleétido antisentido contra NOR-1 inhibié el crecimiento celular
inducido por VEGF en un modelo in vitro de reparacion de una herida (figura 6A

y B).

Adendum al articulo 3:

Las LDL inducen la expresion de NOR-1 en HUVEC.

Para estudiar el efecto de las LDL sobre la expresion de NOR-1 en células
endoteliales, se incubaron HUVEC con diferente concentraciones de LDL
durante 1 hora. Las LDL inducen la expresion de NOR-1 de una forma

dependiente de la dosis en HUVEC.
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Discusion —_—

Importancia de NOR-1 en la proliferacion de las CML inducida
por LDL.

La activacion de las CML es clave en el desarrollo y evolucién de la placa
aterosclerotica (Lusis AJ. 2000) y el papel exacto que juegan las CML en la
aterosclerosis sigue siendo objeto de debate (Dzau VJ. et al. 2002). En las
lesiones tempranas las CML contribuyen al desarrollo del ateroma a través de
la produccion de moléculas proinflamatorias y a la sintesis de matriz
extracelular que participa del engrosamiento de la pared y favorece la retencién
de las lipoproteinas en el subendotelio. Sin embargo, las CML también son las
encargadas de generar una cubierta fibrosa rica en matriz extracelular que
cubre el nucleo lipidico y da estabilidad a la placa. Por esta razén se cree que
la activacion CML tendrian un caracter proaterogénico al inicio de la lesion,
mientras que en estados tardios, las CML jugarian un papel protector (Dzau VJ.
et al. 2002). En este contexto, los genes implicados en la activacion de las CML
pueden ser nuevas dianas farmacologicas para el tratamiento de la
enfermedad.

NOR-1 es un receptor nuclear huérfano, miembro de la familia NGFI-B,
que esta involucrado en la proliferacion de diferentes tipos de células
incluyendo las CML (Hedvat CV, Irving SG. 1995; Borghaei RC. et al. 1998;
Pirih FQ. et al. 2003). Se sobreexpresa in vivo por dilatacién vascular con balon
(angioplastia) (Martinez-Gonzalez J. et al 2003), y también en lesiones
ateroscleroticas de pacientes con cardiopatia isquémica (Arkenbout EK. et al.
2002).

Uno de los principales factores de riesgo aterosclerético es la
hipercolesterolemia (Lusis AJ. 2000). Concentraciones elevadas de LDL
plasmaticas, favorecen su infiltracién en la pared donde participan activamente
en diferentes procesos proaterogénicos. Entre estos procesos se encuentra la
activacion de las CML. En este caso las LDL se comportan como “factores de
crecimiento” y actlan a través de receptores independientes del LDLR (Gouni-
Berthold 1, Sachinidis A. 2004). Como mitdgenos, las LDL aumentan las
concentraciones intracelulares de calcio (Sachinidis A. et al. 1990); estimulan el
metabolismo de fosfoinositoides y la translocacién a la membrana de la PKC
(Scott-Burden T. et al. 1989); activan la via de proteinas ERK y p38 MAPK
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(Sachinidis A. et al. 1997; Gouni-Berthold |, Sachinidis A. 2004) y regulan la
actividad de factores de transcripcion como AP-1 (Zhu Y. et al. 1998). La
activacion de estas vias de sefializacion se produce a través de GPCRs
acoplados a proteinas G sensibles a toxinas pertusis (Sachinidis A. et al 1997;
Gouni-Berthold I, Sachinidis A. 2004). Las LDL podrian activar estos receptores
mediante alguno de sus componentes como la S1P, que interactia con
receptores GPCR de la familia Edg (Sanchez T, Hla T. 2004) e induce
proliferacion de las CML (Lockman K. et al 2004).

Las LDL inducen la expresion de NOR-1 a través de una compleja red de vias
de transduccion de sefales que involucra a proteinas G sensibles a toxina
pertusis, y en la que se produce movilizacién de calcio, activacion de PKA, de
PKC y de vias de MAPK (p44/p42 y p38). Todas ellas son vias activadas en la
migracion y proliferacion celular. La participacion de proteinas G sugiere que la
activacion de la transcripcion de NOR-1 por LDL es independiente del LDLR y
que esta relacionada con GPCRs. De acuerdo con estos datos, nuestros
resultados muestran la induccion de NOR-1 por S1P en CML, aunque a niveles
inferiores que los producidos por las LDL. Esto sugiere que la induccion de la
expresion de NOR-1 por LDL, podria ser el resultado de la activaciéon de
diferentes vias de sefalizacion en la que estarian involucrados diversos
componentes de las LDL, cuyo efecto aditivo o sinérgico, produciria la
induccion de NOR-1 observado al tratar con LDL nativas. La activacion de la
expresion de NOR-1 es dependiente de la activacion de CREB, a su vez
activado por S1P en CML (Han JS et al 2003). Nuestros resultados indican que
CREB esta unido constitutivamente a los elementos de respuesta presentes en
el promotor de NOR-1 y que al activarse por fosforilacién de Ser**® promueve la
transcripcion de NOR-1. La activacién de CREB por fosforilacion en Ser'*® es
dependiente de diferentes quinasas como PKA o la p38 MAPK (Soderling TR.
1999; Nemeth ZH. et al. 2003), que también son activadas en la induccién de
NOR-1 por LDL.

La induccion de hipercolesterolemia en un modelo porcino mediante
dieta rica en colesterol (2% colesterol, 1% acido cdlico, y 20% grasa de
ternera), produce lesiones ateroscleréticas en la pared vascular de estos
animales (Rodriguez C. et al. 2002). Nosotros hemos observado que en las

lesiones tempranas de nuestro modelo porcino se produce un aumento de la
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expresion de NOR-1. Este tipo de lesiones se caracterizan por la presencia de
numerosas CML proliferando y migrando a la intima. NOR-1 esta involucrado
en la proliferacion y en la migracion de las CML inducidas con suero (Martinez-
Gonzalez J. et al. 2003). La inhibicién de la expresion de NOR-1 en CML
utilizando oligonucledtidos antisentido, reduce la proliferacion celular inducida
por LDL, de manera similar a oligonucleétidos contra un gen claramente
involucrado en la activacion celular como es c-fos (Martinez-Gonzalez. et al
1997). Estos resultados indican el papel importante de NOR-1 en la
proliferacion de CML. La utilizacion de NOR-1 como diana terapeutica podria
evitar la migracion y proliferacion de las CML y por tanto el desarrollo de la

lesioén.

La inhibicibn de NOR-1 podria participar de los efectos

pleiotropicos de las estatinas.

Las estatinas son farmacos hipolipemiantes que presentan grandes beneficios
en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (Estudio Group SSSS)
y que reducen los niveles plasmaticos de LDL gracias al efecto inhibitorio que
ejercen sobre la HMG-CoA reductasa, enzima clave en la biosintesis de
colesterol e isoprenoides (Goldstein JL, Brown MS. 1990). A pesar de que las
estatinas actlan principalmente como hipolipemiantes, actualmente se han
descrito diferentes efectos de estos medicamentos independientes de los
niveles plasmaticos de LDL. Estos efectos se denominan pleiotropicos y
contribuyen al resultado clinico beneficioso de estos farmacos. La estabilidad
de la placa, el descenso del estrés oxidativo y de la inflamacién, o la inhibicién
de la respuesta trombogénica, son algunos de los efectos pleiotropicos de las
estatinas (Liao JK, Laufs U. 2005). Una de las causas por la que se producen
estos efectos, es la inhibicion de la modificacion postraduccional de proteinas
isopreniladas. La falta de isoprenoides como consecuencia de la inhibicién de
la via de mevalonato, produciria la inactivacibn de muchas proteinas, que
necesitan ser modificadas por isoprenilacion. Estas proteinas, sobretodo las
pertenecientes a la familia de proteinas pequefias que unen GTP, estan
involucradas en diversos procesos celulares y en la regulacion de la expresion

de diferentes genes (Etienne-Manneville S, Hall A. 2002).
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Tal como he comentado, la hipercolesterolemia aumenta la expresion de
NOR-1 en la pared vascular en un modelo porcino. Cuando estos animales
fueron tratados con estatinas la expresion de NOR-1 en pared vascular se
redujo de manera significativa respecto a los animales no tratados. Los niveles
de colesterol plasmatico de los dos grupos de animales (tratados o no tratados
con simvastatina) no presentan diferencias significativas. Estos resultados
sugieren que NOR-1 se regula en pared arterial por la hipercolesterolemia y
que el efecto inhibitorio de las estatinas sobre la expresion de NOR-1 es
independiente de los niveles plasmaticos de LDL.

En cultivos de CML, las estatinas inhiben la expresion de NOR-1 y la
proliferacion de las CML inducidas con LDL. El mevalonato, sustrato de la
HMG-CoA reductasa, revierte el efecto de las estatinas en ambos casos.

Las proteinas de la superfamilia Ras son modificadas por isoprenoides
para ser activas. Por lo general las proteinas que necesitan ser modificadas por
farnesol, pertenecen a la familia de proteinas Ras, mientras que las que
necesitan ser modificadas por un geranilgeraniol, pertenecen a la familia de
proteinas Rho. En nuestros experimentos, la adicion de farnesol no afectaba el
efecto inhibitorio de la estatina sobre la expresiéon de NOR-1 y la proliferacion
de CML. Por el contrario, al adicionar geranilgeraniol este efecto era revertido,
practicamente en su totalidad. Este resultado indica que al menos una proteina
geranilgeranilada juega un papel importante en la induccion por LDL de la
expresion de NOR-1y en la proliferacion de las CML.

Debido a que NOR-1 regula la proliferacién celular de las CML inducida
por LDL, y que éste se regula por estatinas tanto in vivo como in vitro, la
inhibicion de su expresion podria estar involucrada en el efecto antiaterogénico

de las estatinas sobre la lesién ateroscleroética.

Papel de la via Rho/ROCK en la induccion de NOR-1 por LDL.

RhoA es una proteina geranilgeranilada que participa de diversos procesos
celulares y que es capaz de regular la expresion de genes a través de la
modulacién de diferentes vias de sefializacion. En CML, RhoA regula procesos
como la migracion inducida por la uroquinasa (Kiian 1. et al. 2003), la

proliferacién a través de la inhibicion de p27K** (Laufs U. et al. 1999), y la
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diferenciacion, donde RhoA es inducido por S1P a través de receptores GPCRs
y regula la actividad de cofactores de SRF induciendo diferenciacién y
proliferacion celular (Lockman K. et al. 2004). RhoA es activado tanto por
receptores con actividad tirosina-quinasa (Zeng H. et al 2002), como por
GPCRs a través de proteinas G que activan a distintas GEF (Lutz S et al.
2005). Para activarse RhoA necesita estar anclada en membrana plasmética
donde intercambiara GDP por GTP y activara diferentes efectores como ROCK.
La translocaciébn a membrana se produce tras la modificacion postraduccional
por geranilgeranilizacion. Las LDL inducen la translocacion a membrana y
actividad de RhoA (Zhu Y. et al. 2003). Por contra, las estatinas, inhiben la
sintesis de isoprenoides y la modificacién postraduccional de RhoA, inhibiendo
la actividad de RhoA, y las vias de sefializacion que regula.

Nuestros resultados muestran que la incubacion de las células con
simvastatina, a concentraciones que inhiben la proliferacién de las CML y la
translocaciéon de RhoA a membrana, inhibe la expresion de NOR-1 inducida
por las LDL. La inhibicion directa de RhoA mediante un inhibidor de proteinas
de la familia Rho como es la toxina B (Just I. et al. 1995) o la utilizacién de un
inhibidor especifico de RhoA, como exotoxina C3 (Aktories K. et al. 2004),
produce también la disminucién de la expresion de NOR-1 inducida por LDL.
De la misma forma, el inhibidor de ROCK, Y-27632 (Shimokawa H. 2002),
inhibe la expresion de NOR-1. Estos resultados indican que la via de
RhoA/ROCK esta involucrada en la activacion de NOR-1 por LDL. En
experimentos de transfeccion transitoria, el promotor de NOR-1 unido a un gen
reportero (luciferasa), es activado por LDL. Esta actividad es inhibida por las
estatinas, la exotoxina C3, la toxina B y el Y-27632, efecto revertido en el caso
de las estatinas por el geranilgeraniol y el mevalonato, pero no por el farnesol.
La cotransfeccion con un dominante negativo de RhoA, también inhibe la
actividad del promotor de NOR-1 inducida por LDL. Estos resultados
corroboran los obtenidos en los experimentos de analisis de expresion,
involucrando la via de la RhoA/ROCK en la induccion de la transcripcion de
NOR-1 inducida por LDL.
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Regulacion de la actividad de CREB por estatinas.

Las LDL inducen la expresion de NOR-1 a través de un mecanismo
dependiente de la activacion de CREB. Por ello estudiamos el efecto que
producen las estatinas en la activacibon de CREB. Nuestros resultados,
muestran que ni las LDL, ni la simvastatina, afectan a la union de CREB a las
secuencias CRE que se localizan en el promotor de NOR-1 o las localizadas en
un oligonucledtido con secuencias CRE consenso. Esto indica que la
regulacion del promotor NOR-1 por LDL y simvastatina no es mediante una
modulacién de la unién de CREB a dicho promotor. Este resultado concuerda
con trabajos anteriores que describen que CREB permanece unido a los
promotores que regula constitutivamente y solo actia cuando se activa por

fosforilacién en la Ser*®3

(Hagiwara M. et al. 1993). Nosotros hemos observado
que la simvastatina reduce los niveles de fosforilaciéon en Ser'*®* de CREB
inducida por LDL, efecto revertido con geranilgeraniol y mevalonato, pero no
con farnesol, involucrando a proteinas geranilgeraniladas en la activacion de
CREB inducida con LDL. Ademas inhibidores de la via RhoA/ROCK (Y-27632 y
Exotoxina C3) producen una inhibicion similar a la de la simvastatina sobre la
activacion de CREB.

También hemos observado que el gen de la forma embrionica de la
cadena pesada de la miosina (the embryonic form of myosin heavy chain,
SMemb), cuyo promotor es inducido por LDL y esta regulado por elementos
CRE (Sekiguchi K. et al 2001), es inhibido en presencia de simvastatina. En
concordancia con estos resultados, en estudios de transfeccion transitoria, un
promotor bajo el control de cuatro cajas CRE, es inducido por LDL, efecto que
se ve inhibido por la preincubacion con simvastatina y la cotransfeccion con un
dominante negativo de RhoA. Todos estos resultados involucran a la via
RhoA/ROCK en la activacion de CREB inducida por LDL.

Via de sefalizacion LDL-RhoA/ROCK-CREB

Componentes de las LDL como el LPA o la S1P, modulan respuestas celulares
mediadas por proteinas Rho a través de receptores GPCRs (Radeff-Huang J.
et al. 2004). Por ejemplo, se ha descrito que la S1P activa la transcripcion de la
proteina 61 rica en cisteina (Cysteine-rich protein 61, Cyr61) a través de un
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mecanismo dependiente de la vias RhoA/ROCK, p38 MAPK y de la activacion
de CREB, pero independiente de la actividad de PKA y PKC. También se ha
descrito que se reducen los niveles de la fosforilacion de CREB en Ser™3, al
inhibir la via RhoA/ROCK (Han JS et al 2003).

La activacion de la via RhoA/ROCK, el aumento de calcio intracelular y
la activacion de PKA, de PKC y de las vias ERK y p38 MAPK, son necesarios
para la inducciéon NOR-1 y para la activacion de CREB por fosforilacion en la
Ser™? por LDL. Segln trabajos anteriores, podria suponerse que los distintos
componentes de las LDL se unen a los GPCRs (Gouni-Berthold I, Sachinidis A.
2004), que activarian la via RhoA/ROCK y esta a la via de proteinas p38 MAPK
(Senokuchi T. et al 2005), que desencadena la fosforilacion de CREB en Ser*®.
Pero en la activacién de NOR-1 por LDL también estan involucradas PKA, PKC
y proteinas ERK. Esto es explicable si consideramos que las LDL estan
formadas por diferentes componentes, que pueden activar otras vias y actuar
de forma sinérgica para producir una respuesta celular Unica. De acuerdo con
esto, existen receptores GPCRs que activan proteinas Rho y éstas interactuan
e incrementan la actividad de la PLC (Seifert JP. et al. 2004), causando un
aumento de calcio intracelular. Las Proteinas Rho también pueden activar a la
PKC (Slater SJ. et al. 2001, Li J. et al. 2004; Nozu F. et al 1999), induciendo de
esta forma las vias de p38 MAPK y ERK1/2.

La activacion de la transcripcion de NOR-1 por LDL, es dependiente de
la activacion de diferentes vias de sefalizacion, que se integran a nivel de
CREB. Nuestros resultados muestran por primera vez, que las estatinas son
capaces de inhibir la actividad de CREB y regular de esta forma la transcripcién

de distintos genes involucrados en aterosclerosis.

Papel de NOR-1 en CE (células endoteliales) inducidas con
VEGF.

El VEGF es una citoquina que estimula la migracion y proliferacion de CE,
induce angiogénesis y permeabilidad vascular, y es clave en patologias como
la aterosclerosis o el cancer (Verheul HM, Pinedo HM. 2003).

Las LDL aumentan la expresion de VEGF y VEGFR-2 en CE (Rodriguez
JA. et al. 2005), a la vez que NOR-1 también es inducido por VEGF en estas
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células (Martinez-Gonzalez J. et al 2000; Liu D. et al 2003). En condiciones de
hiperlipemia, la induccion de NOR-1 en CE podria estar activada, no solo por
las LDL (Martinez-Gonzalez J. et al 2000), sino también por el aumento de
VEGF y VEGFR-2 que estas lipoproteinas inducen (Rodriguez JA. et al. 2005).
Dado el papel clave que el VEGF juega en la biologia de las CE, quisimos
analizar los mecanismos implicados en la activacion de la expresién de NOR-1
por VEGF. Por ello decidimos estudiar a través de que receptor, VEGF induce
NOR-1, y que vias de sefalizacién participan de esta induccion.

Nuestros resultados muestran que la induccibn de NOR-1 es
dependiente del receptor VEGFR-2. VEGFR-2 esta involucrado en diferentes
procesos bioldgico como proliferacion y migracion, inducidos por VEGF en CE
(Zachary I. 2003; Clauss M. et al. 1996). VEGFR-2 puede activar a proteinas G
heterotriméricas y proteina RhoA (Zeng H et al 2002).

La vias de sefalizacion que participan de la induccién de NOR-1 en CE
inducidas con VEGF, son similares a las que participan en las CML:
aumentando los niveles de calcio citosdlico, la PKC, y las vias de ERK y p38
MAPK, aunque en células endoteliales tanto el aumento de calcio intracelular,
como PKC parece que no juegan un papel tan importante como en CML. VEGF
también induce la actividad de CREB, siendo necesaria su fosforilacion en
Ser'® para activar la transcripcion del promotor de NOR-1. La actividad de
CREB vy la transcripcion de NOR-1 se inhiben al bloquear cualquiera de las vias
mencionadas anteriormente. En estudios de transfeccion transitoria, hemos
demostrado que VEGF induce la actividad del promotor de NOR-1 de una
manera dependiente de CREB. Asi pues NOR-1 es regulado por diferentes
vias de sefalizacion inducidas por VEGF a través de VEGFR-2, que convergen
en la activacion de CREB.

La proliferacion y migracion de las CE son importantes para el desarrollo
de la angiogénesis. La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos
sanguineos, y juega un papel importante durante la embriogénesis, en el
remodelado vascular en adultos, y en diversos desordenes patolégicos como
son la aterosclerosis y el desarrollo de tumores (Costa C. et al. 2004; Isner JM.
1999). En la angiogénesis las CE son activadas por un factor de crecimiento
como el VEGF a través de VEGFR-2. Esto induce la migracion y proliferacion

de estas células que forman nuevos vasos (Isner JM. 1999). Para estudiar el
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papel que NOR-1 juega en CE inducidas con VEGF, se inhibié su expresion
con un oligonucledtido antisentido. Nuestros resultados muestran que al inhibir
la expresion de NOR-1, se bloquean la sintesis de DNA, la progresion del ciclo
celular y la reparacion de una lesidon en un modelo in vitro de CE inducidas con
VEGF. Segun estos resultados, NOR-1 esta involucrado en la proliferacién y
migracion de las CE inducida por VEGF a través de su receptor VEGFR-2 y de
una compleja red de vias de sefializacion que convergen en la activacion de
CREB por fosforilacién en Ser**®. NOR-1 podria ser una diana terapéutica para

inhibir la angiogénesis.

NOR-1, estatinas y su papel en la aterosclerosis.

La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial en la cuél estan
involucrados numerosos procesos fisioldgicos, diferentes érganos y varios tipos
celulares. Es por ello que no debe sorprender que diferentes estudios
realizados con animales transgénicos y ratones knock-out, hayan implicado a
mas de 100 genes en la enfermedad aterosclerética (Lusis et al. 2004).

Las estatinas son un farmaco con beneficios claramente
antiaterogénicos que regula diferentes procesos en la placa aterosclerética. Las
estatinas son capaces de inducir e inhibir genes de las células involucradas en
la aterosclerosis, produciendo una respuesta global antiaterogénica (Liao JK,
Laufs U. 2005). Uno de los genes regulados por las estatinas, tal como indican
estos resultados, es NOR-1. NOR-1 es un receptor nuclear huérfano que
pertenece a la familia NGFI-B. Esta involucrado en la biologia vascular
regulando procesos de proliferacion y migracion en CE y CML. Las estatinas
regulan la expresion de NOR-1 en CML por un mecanismo dependiente de la
via RhoA/ROCK vy de la activacion de CREB. Nuestros resultados muestran
que parte de los efectos antiaterogénicos de las estatinas podrian estar
mediados por la inhibicion de la expresion de NOR-1.

VEGF induce proliferacién de las CE por un mecanismo dependiente de
la expresion de NOR-1 y a través del receptor VEGFR-2. La proliferacién de CE
es clave en el proceso de angiogénesis que esta asociada a enfermedades

como la aterosclerosis y el cancer (Isner JM. 1999). Debido al importante papel
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que juega en la proliferacion de CE, NOR-1 podria ser una nueva diana
terapéutica para regular la angiogénesis en éstas enfermedades.

El hecho de que NOR-1 no posea un ligando conocido (y posiblemente
no exista), puede dificultar el disefio de un farmaco para regular la actividad
transcripcional de este. Por ello, podria ser interesante disefiar moléculas con
afinidad para otros dominios de NOR-1, como AF-1, que participen de la

regulacion de su actividad (Wansa KD. et al. 2003).
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Conclusiones

Papel de NOR-1 en la proliferacion de CML inducida por LDL.
e Las LDL inducen la proliferacion de las CML a través de un mecanismo
dependiente de la expresién de NOR-1.

Efecto de las estatinas sobre la proliferacion y la expresiéon de NOR-1 en
CML.

e Las estatinas inhiben la proliferacion y la expresion de NOR-1 en CML
inducidas con LDL
e Las estatinas inhiben en pared arterial la expresién de NOR-1 inducida por

hipercolesterolemia en un modelo porcino.

Mecanismos moleculares que intervienen en la regulacion de NOR-1 por
estatinas en CML.

e Las estatinas inhiben la expresion de NOR-1 en CML inducidas con LDL por
bloqueo de la via RhoA/ROCK, y de la activacién de CREB.

Papel de NOR-1 en la proliferacion de CE inducidas por VEGF.

¢ NOR-1 esta involucrado en la proliferaciéon y en reparacion tisular de las CE
inducida por VEGF.
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