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“Science, my lad, is made up of mistakes,
but they are mistakes which it is useful to
make, because they lead little by little to

the truth. ”

Jules Verne, A Journey to the Center of the Earth
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Prélogo

Esta tesis se inicio a finales del afio 2010, concretamente en octubre, en el Institut de
Bioenginyeria de Catalunya (IBEC). Forma parte de una linea de investigacion llevada a cabo por el
Prof. José Antonio del Rio y la Dra. Rosalina Gavin, enfocada en conocer el papel de la proteina
pridnica celular (PrP%) en la enfermedad de Alzheimer (EA). Esta linea ha permitido establecer
colaboraciones con otros laboratorios, para poder abarcar el estudio de las dos proteinas que
presentan agregados en el cerebro, el péptido beta-amiloide y tau.

Este trabajo esta estructurado en torno a dos publicaciones derivadas de la investigacion realizada
durante los ultimos 4 afios, junto con un trabajo en preparacién, aiin no publicado. La introduccion
de este trabajo aporta datos actuales acerca de la enfermedad, los tratamientos disponibles hoy
en dia y los que estan en fases clinicas, asi como los modelos animales disponibles para su estudio.
También se ha descrito la participacion de PrPS, tanto a nivel fisioldgico, como patoldgico en las
enfermedades pridnicas, y su relacién, recientemente establecida, con la EA. Por ultimo, también
se dan a conocer los y-péptidos derivados de prolina, una nueva clase de folddmeros con
propiedades interesantes para su uso terapéutico en el ambito de las enfermedades
neurodegenerativas. Los resultados se resumen y se discuten de forma conjunta para aportar mas
datos acerca del papel de PrP en la EA, y el uso terapéutico de los y-péptidos.
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1. La enfermedad de Alzheimer

1.1 Generalidades

1.1.1 El Alzheimer en la actualidad. Epidemiologia.

Datos recientes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) muestran de manera alarmante la
elevada prevalencia de la demencia en el mundo (figura 1). En 2011, la cantidad de afectados
ascendia a aproximadamente 35.6 millones de personas y se estima que esta cifra ira en aumento
puesto que se detectan unos 7,7 millones de nuevos casos cada afo. Estos datos también estan
relacionados con el incremento del nimero de personas mayores de 60 afios en las poblaciones
desarrolladas, que implica un aumento rapido del envejecimiento general de la poblacion.

La enfermedad de Alzheimer (EA; o AD del inglés Alzheimer’s disease) es la causa mas comun de
demencia, correspondiéndose con el 60-70% de los casos actuales. En Espafia, entre 500.000 y
800.000 personas la sufren, segln datos del 2013 (PwC, 2013).

Por otro lado, es una enfermedad asociada a un elevado coste econdmico para la sociedad. Datos
de la Alzheimer’s Association indican que en 2014, 1 de cada 5 ddlares invertidos en salud, se
destina a los enfermos de Alzheimer u otras demencias, y el coste por paciente esta alrededor de
unos 30.000 euros anuales. Se espera que en 2050 este impacto econédmico sea mayor debido al
aumento de nuevos casos cada afio, volviéndose una situacion cada vez mas insostenible tanto a
nivel socioecondmico como a nivel sanitario (Gaugler et al., 2014).

Enfermedad de Alzheimer

. Cuerpos de Lewy
. Demencia Mixta

Demencia Frontotemporal

Demencia secundaria

Fuente: Estudio Poblacional de
Prevalencia de Demencia®™.

Figura 1. Prevalencia de los diferentes tipos de demencias en Espafia. Como vemos en la imagen, la demencia mas
comun es la enfermedad de Alzheimer. Tomado de “El estado del arte de la enfermedad de Alzheimer en Espafa”, 2013.

1.1.2 Historia. Primeros casos.

La EA fue descrita y presentada hace mas de cien afios, en 1906, por el psiquiatra aleman Alois
Alzheimer (1864-1915), después de encontrarse con una paciente llamada Auguste Deter. Esta
paciente de 51 afios ingresd en la institucidn para enfermos mentales de Frankfurt, donde
trabajaba Alzheimer, en noviembre del afio 1901, debido a la insostenible situacién familiar que se
estaba viviendo en su casa. Empezé a fallarle su memoria, descuidaba sus tareas domésticas, pero
la situacién empeord cuando también cambid su personalidad. Al principio esos cambios eran
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leves pero se fueron agravando hasta el punto de desarrollar miedo ante personas conocidas e
incluso pensaba que alguien queria matarla.

Figura 2. A la izquierda Alois Alzheimer. Tomado de Hippius H., 2003. A la derecha dibujos hechos por A. Alzheimer de
las alteraciones del cerebro de Auguste Deter, donde se ven los ovillos y las placas. Tomado de Dahm R., 2006.

Las notas tomadas por Alzheimer el dia que la conocié denotan la confusién que sufria la paciente
y los problemas para recordar situaciones recientes. La paciente era capaz de hablar pero tenia
serias dificultades para comunicarse. En pocos afios, Auguste Deter dejé de hablar y de comer
hasta el punto de tener que alimentarla a la fuerza en varias ocasiones. Finalmente, en 1906, la
paciente contrajo una pulmonia y murié. Aunque Alzheimer ya habia encontrado pacientes con
sintomas similares a lo largo de su carrera, siempre habian sido de mayor edad.

Este caso, relatado a conciencia en las notas de Alzheimer, describe con precisién los cambios
conductuales progresivos que se pueden ver en un paciente con esta enfermedad, pero también la
confusién y desorientacidn, asi como la incapacidad para recordar situaciones recientes como la
ultima comida e incluso una pregunta formulada minutos antes.

La paciente murid cuando Alzheimer ya no trabajaba en la institucién. Se habia trasladado a
Heidelberg para trabajar con Emil Kraepelin, un psiquiatra que concebia las enfermedades
mentales como una evolucion en el tiempo. Fue alli donde se envié el cerebro de Auguste Deter
para que Alzheimer lo examinara, ya que habia puesto a punto un gran laboratorio de
histopatologia. Ese fue el primer paso para desentrafiar cuales eran los cambios responsables de
los sintomas de la paciente. Un primer analisis del cerebro confirmd la gran atrofia y pérdida
neuronal que este habia sufrido. Ahondando mas y junto con dos cientificos italianos, Gaetano
Perusini y Francesco Bonfiglio, analizaron cortes histoldgicos y descubrieron otros cambios que se
podian ver tanto en el interior de las neuronas restantes, que correspondian a agregados en forma
de fibras, como en el exterior de estas donde encontraron unos agregados en forma de placas
dispersas por toda la corteza cerebral.

El cerebro de Auguste Deter mostraba lo que hoy en dia se conoce como los cambios
neuropatoldgicos caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer: los ovillos neurofibrilares,
formados por la proteina tau, y las placas amiloides, formadas por la agregacién del péptido beta
amiloide (AB).

Sin embargo no fue hasta afios mas tarde que estos hallazgos se reconocieron por parte de la
comunidad cientifica como una nueva enfermedad y se le dio a esta el nombre de “enfermedad de
Alzheimer”, con el respaldo de Kraepelin. Mas tarde, el mismo Alzheimer describié un segundo
caso correspondiente al paciente Johann F., que mostraba sintomas similares a la paciente
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anterior. El hecho mas relevante es que al examinar el cerebro de este paciente, se pudo ver la
presencia de placas amiloides pero no se encontraron ovillos neurofibrilares (revisado en
(Snowdon et al., 1996), (Dahm, 2006)). La figura 2 muestra los dibujos hechos por el propio Alois
Alzheimer cuando realizaba el seguimiento de la paciente Auguste Deter.

Desde el estudio inicial arriba descrito no se hicieron demasiados avances en la descripcién de la
enfermedad, hasta que en 1960 la microscopia electrénica permitié una mas exhaustiva
observacién de los cambios estructurales caracteristicos de la patologia (Selkoe, 2001). Mas
adelante, en 1970, se observd, en muestras de corteza e hipocampo de pacientes, que en la
enfermedad habia una alteraciéon en la actividad de las enzimas encargadas de degradar o
sintetizar la acetilcolina, provocando una degeneracidn en las neuronas colinérgicas que llevé a
formular la “hipétesis colinérgica”. Esta hipdtesis postulaba que la enfermedad era causada por
una reduccién de la sintesis de acetilcolina, basdndose en el recién adquirido rol del
neurotransmisor acetilcolina en las funciones cognitivas, y en que los pacientes sufrian de
memoria y demencia (revisado en (Contestabile, 2011)). Esto provocé un aumento en de la
investigacion focalizada en restablecer los niveles de este neurotransmisor, aunque anos mas
tarde, se vieron déficits en otros neurotransmisores que mostraban la gran heterogeneidad de la
enfermedad (Selkoe, 2001).

A medida que se fueron identificando las caracteristicas de las placas y los ovillos, empezd a surgir
el debate de cual de las dos desencadenaria la otra, y qué eventos moleculares serian los
responsables de la etiologia de la enfermedad.

La investigacidon hizo posible conocer mejor la naturaleza y las caracteristicas de las placas
amiloides y los ovillos neurofibrilares, y este mayor conocimiento trajo consigo la formulaciéon de
una nueva hipodtesis en 1992, por Hardy y Higgins (Hardy and Higgins, 1992). Esta hipdtesis,
llamada “hipdtesis amiloide”, postula que, el péptido AP, elemento principal de las placas
amiloides, es el principal inductor de la cascada neuropatoldgica que se produce en la
enfermedad, que desencadena la formacién de placas y la agregacién de tau en ovillos
neurofibrilares. Esto abrié un debate acerca de la veracidad de la hipdtesis, y de si realmente la
patologia amiloide ocurre primero en la secuencia temporal de la enfermedad, que sigue vigente
aun hoy en dia.

1.1.3 Descripcion, clinica y sintomatologia.

La EA se caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo mas o menos lento, que afecta a
regiones del cerebro vinculadas a la memoria, la personalidad, y el desempefio de actividades
cotidianas (Jucker, 2006). Tal y como se ha indicado anteriormente es la forma mas comun de
demencia, entendiendo demencia como un conjunto de enfermedades que afectan a la memoriay
a la capacidad de llevar a cabo actividades rutinarias diarias. La edad normal en la que aparecen
los sintomas ronda los 65 afios, aunque en algunos casos, la aparicidn es mds temprana y se suele
asociar a mutaciones o alteraciones en los genes involucrados en la fisiopatologia de Ia
enfermedad (véase el apartado 1.1.5). Estos casos se engloban dentro del conjunto denominado
Alzheimer familiar de inicio precoz, que corresponde a un bajo porcentaje del total. Al resto de
casos, la mayoria, se les denomina Alzheimer esporadico de inicio tardio (Alberca, 2011). En
personas mayores de 80 afios, la enfermedad no suele durar mas de 3 o 4 afos, pero ese periodo
puede ser mas largo en pacientes mas jévenes (Rodgers, 2011).
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Los sintomas caracteristicos de la enfermedad se hacen patentes tiempo después de que se hayan
empezado a producir lesiones cerebrales. De este modo, podemos diferenciar varias fases en la
enfermedad (adaptado del libro (Rodgers, 2011)):

v’ Fase pre-clinica: la enfermedad empieza a producir cambios en el cerebro del enfermo mucho
antes de que los sintomas sean detectables. Esos cambios empiezan en la corteza entorrinal,
una region cerebral préxima al hipocampo. Las neuronas que forman esta regién empiezan a
morir y el proceso se esparce hasta el hipocampo. Estos cambios se cree que ocurren hasta 20
anos antes de que empiecen los sintomas.

v’ Fase inicial clinica o temprana: en esta fase encontramos los primeros sintomas detectables de

la enfermedad, especialmente errores en la memoria episodica del paciente, es decir, la que
esta vinculada a la recuperacién de informacidn relacionada con eventos recientes (Almkvist et
al., 1998). Estos cambios se producen debido a alteraciones estructurales en el hipocampo, y a
menudo se confunden con cambios normales debido al envejecimiento. Por ese motivo a veces
no se clasifican como demencia, aunque el déficit cognitivo suele ser un poco superior a lo
esperado. Es lo que se denomina deterioro cognitivo leve (DCL, o MCI del inglés Mild cognitive
impairment). Un elevado porcentaje de pacientes con DCL acaba derivando en EA (Alberca,
2011). Esta etapa puede durar afos sin sufrir mayores cambios. Estudiar esta etapa de la
enfermedad es muy importante puesto que nos ayudara a conocer cudles son los factores que
hacen que algunos pacientes deriven en EA y otros no.

v’ Fase leve: a medida que la acumulacion de placas y ovillos se esparce por el hipocampo vy la
corteza, aparecen otros cambios y sintomas en el paciente. La pérdida de memoria se vuelve
mas evidente y aparecen problemas conductuales (agresidn, ansiedad, depresién), cambios en
la personalidad, aumento de la confusidn que puede provocar que el paciente no sepa donde
estd, se reduce la capacidad de juicio y razonamiento. Es en este punto dénde normalmente
aparece la palabra Alzheimer en el diagnéstico del paciente.

v' Fase moderada: esta fase se caracteriza por una afectacion del lenguaje puesto que las dreas
corticales responsables de este se ven afectadas, y los ventriculos se han agrandado. La
memoria cada vez se ve mas afectada, y aparecen mas problemas conductuales como
alucinaciones, repeticion de movimientos, desinhibicion descontrolada, incapacidad para
pensar légicamente, incapacidad para aprender cosas nuevas, pérdida del control de los
impulsos. Esto hace que el grado de dependencia del paciente hacia su cuidador aumente, ya
gue el paciente no entiende muchas de las situaciones que vive o de las tareas que se le piden.

v’ Fase avanzada o grave: Finalmente, el paciente pasa por una ultima etapa en la que es incapaz

de reconocer a nadie, incluso a ellos mismos en un espejo, y se vuelven totalmente
dependientes del cuidador. Pueden llegar a perder peso, tener dificultades para tragar, se
olvidan de tareas bdasicas como sentarse o andar, sufren incontinencia, pueden permanecer
horas inmdviles o durmiendo, casi como en estado vegetativo. Esta dificultad de tragar a
menudo deriva en pulmonia, una de las causas mas frecuentes de muerte en estos pacientes,
debido a que cuando el paciente no traga correctamente, la comida o los liquidos van a parar a
los pulmones.

1.1.4 Aspectos diagndsticos.

El diagndstico precoz es uno de los puntos clave en la investigacion actual. Desarrollar terapias y
gue éstas sean efectivas solo tendra sentido si se aplican cuando los signos de la enfermedad son
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muy leves o casi inexistentes, y la memoria y otras funciones fisioldgicas no se han visto afectadas.
La neuroimagen es una herramienta muy potente y utilizada hoy en dia como parte fundamental
en el diagndstico de la enfermedad, dado que nos aporta datos fiables sobre el volumen del |6bulo
temporal y de la corteza entorrinal. (Burton et al., 2009).

El diagndstico empieza con una visita del paciente al médico debido a una pérdida de memoria
recurrente, y en otros casos, por trastornos relacionados con el lenguaje o la vista. Es importante,
como primer paso, recopilar la historia clinica y saber si hay antecedentes familiares, asi como
comprobar el estado de diferentes factores de riesgo y descartar otras patologias que podrian
estar relacionadas con la pérdida de memoria (ver apartado 1.1.5) (Alberca, 2011, PwC, 2013).

El segundo paso es la exploracién neuropsicoldgica para determinar las caracteristicas del dafio
cognitivo y su intensidad. En este punto se efectian un conjunto de ejercicios enfocados a evaluar
los trastornos detectados en cada paciente y se suele realizar en diferentes fases (Alberca, 2011).

Una vez se tienen todos los datos recopilados, para el diagnéstico de la enfermedad se suelen
utilizar los criterios del grupo NINCDS-ADRDA (del inglés National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and the Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) o los del
DSM-IV, de la Asociacién americana de psiquiatria. Estos criterios sirven para descartar otras
demencias (McKhann et al., 1984).

A pesar de todo, el diagndstico definitivo de la enfermedad solo es posible a través de un estudio
del cerebro post-mortem.

1.1.5 Etiologia de la enfermedad. Factores de riesgo.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la mayoria de casos de Alzheimer corresponden al tipo
esporadico, aunque encontramos un conjunto de factores de riesgo genéticos y no genéticos que
pueden intervenir en su aparicién.

Factores de riesgo no genéticos:

La edad avanzada es uno de los principales factores de riesgo. A medida que esta aumenta, el
riesgo de padecer la enfermedad es mayor. En un proceso normal de envejecimiento, es posible
encontrar similitudes entre un cerebro sano y un cerebro con EA, ya sea por la presencia de placas
como por la pérdida de volumen cerebral y el ensanchamiento de los ventriculos. Sin embargo,
aunque estos cambios pueden producir alteraciones en areas motoras, sensoriales, o de
asociacion, éstas no son tan graves como las que se producen en la enfermedad (Alberca, 2011).
También influye la historia familiar y el nivel de educacién, estableciéndose que las personas con
un bajo grado de escolarizacién pueden tener mas probabilidad de desarrollar EA (Snowdon et al.,
1996). Otro factor que parece tener un efecto es el género. Se cree que las mujeres tienen mayor
riesgo de desarrollar EA que los hombres debido a los cambios hormonales que se producen a
nivel de los estrogenos.

Factores de riesgo genéticos:

Gen de la apolipoproteina E (ApoE): El principal factor de riesgo genético es un polimorfismo del
gen ApoE (Corder et al., 1993). Analisis genéticos recientes realizados con grandes poblaciones de
pacientes, mediante los estudios llamados Genome Wide Associaton, han permitido identificar
otros genes implicados, pero también han demostrado que la asociacién con uno de los alelos del
gen ApoE, en concreto el alelo €4, es la mas significativa(Coon et al., 2007, Alberca, 2011)
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El gen ApoE, que se encuentra en el cromosoma 19, codifica para la apolipoproteina E, implicada
en el transporte de colesterol y otras lipoproteinas. En el sistema nervioso central es expresada
mayormente por los astrocitos, e interviene en el metabolismo del AR cerebral. De este gen
existen 3 alelos diferentes (g2, €3, €4) entre los cuales, el €3 es el mayoritario. Sin embargo, el
alelo €4, menos frecuente en la poblacidn sana, se encuentra en un 40% de los enfermos con EA
familiar de comienzo tardio o en los casos esporadicos (Strittmatter et al., 1993). El riesgo implicito
por ser portador de este alelo varia segun si esta en homocigosis o no, factor que también influye
en la cantidad de AP depositado, especialmente en las placas y los vasos, pero no en el
parénquima (Chalmers et al., 2003), ya que este polimorfismo estaria implicado en la produccién o
la eliminacion del péptido AB. En pacientes portadores de este alelo, se ha visto una mayor
cantidad de placas amiloides (Schmechel et al., 1993). El riesgo es mayor entre los 65 y los 75 anos,
y desciende pasada esa edad donde influyen otros factores no identificados. Hay que tener en
cuenta, también, que se pueden encontrar casos de personas homocigotas para este alelo que no
han desarrollado sintomas de la enfermedad (Selkoe, 2001).

Alrededor de un 5% de los casos diagnosticados de EA, estdn englobados en un subtipo llamado
enfermedad de Alzheimer de tipo familiar o de inicio temprano. En estos casos existen mutaciones
genéticas de herencia dominante, directamente relacionadas con la aparicién de la enfermedad,
en tres genes: APP, PSEN1y PSEN2 (Alberca, 2011).

Gen de la proteina precursora amiloide (APP): localizado en el cromosoma 21 (21g21.3), este gen
qgue codifica para la proteina precursora amiloide, levanté sospechas debido a la relacién
encontrada entre el Sindrome de Down (SD), en el que se produce una trisomia del cromosoma
21, y por lo tanto un aumento de la expresion de APP, y la EA (Lemere et al., 1996) Sin embargo la
confirmacién llegd tras el hallazgo de diversas mutaciones en el gen encontradas en familias con
EA (St George-Hyslop et al., 1987, Chartier-Harlin et al., 1991, Goate et al., 1991). Hasta el dia de
hoy se han encontrado 32 mutaciones de este gen descritas en 86 familias (Alberca, 2011). La
mayoria de estas mutaciones se encuentran cerca de los sitios implicados en la protedlisis de la
APP, y determinan cudles serdn las enzimas responsables del procesamiento proteolitico de ésta,
ya sea mediante a- y y-secretasas en la llamada via no amiloidogénica, o mediante B- y y-
secretasas en la via amiloidogénica caracteristica de la enfermedad (ver apartado 1.2.2 para mas
informacidn). En este grupo de casos, la edad de aparicién de los sintomas ronda los 50 afios.

Otras alteraciones se encuentran dentro de la secuencia del péptido AB y conllevan un aumento
de su capacidad de agregacidn, propiciando la formacién de oligémeros (Selkoe, 2001)..

Las mas comunes se describen a continuacidn, y su nombre esta relacionado con la procedencia de
las familias en las que se han encontrado:

v" Mutacién Swedish: esta mutacién se encuentra en el codén 670/671 (KM670/671NL), justo al
lado del punto de corte de la B-secretasa, causando una mayor afinidad por el sustrato (Mullan

et al., 1992). Ademas de incrementar la produccion de AP, también influye en el
compartimento celular en el que la enzima actuia cortando la APP.

v" Mutacidn London: es la mutacidn mds comun y corresponde al cambio de una Valina por una
isoleucina en la posicién 717 (Val717Ile) (Chartier-Harlin et al., 1991, Goate et al., 1991). Esta
mutacion se ha observado en unas 23 familias, y estd asociada a un aumento de la generacién

de A4, en relacidn a la de AB4o. Se encuentra en el sitio de corte de la y-secretasa y es una de
las mutaciones comunmente utilizadas para la generacion de modelos animales (Hall and
Roberson, 2012).
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v/ Mutacidn Dutch: esta mutacidn, presente en 4 familias conocidas, se caracteriza por una

mutacion en la posicion 693 (Glu693GIn) que no provoca ninguna alteracion en los niveles de
AB (Levy et al., 1990, De Jonghe et al., 1998), sino que incrementa su capacidad de agregacion.
Ademds esta mutacion resulta en la aparicion del desorden vascular llamado angiopatia
amiloide cerebral (CAA) (Levy et al., 1990).

v' Mutacién Flemish: se sitia en el coddén 692 (A692G), y se caracteriza por un fenotipo mixto de

EA con disfuncidn cognitiva y procesos cerebrovasculares.

Cabe afiadir que un 25% de las mutaciones que se encuentran en APP son duplicaciones de todo el
gen (Thonberg et al., 2011).

En la figura 3 se puede ver la ubicacidn de las mutaciones.
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Figura 3. Procesamiento de APP y resumen de las mutaciones mayoritarias encontradas en el gen APP. A la izquierda
podemos ver las dos vias de procesamiento de APP, y las secretasas implicadas. A la derecha se encuentra el nombre de
las mutaciones, la posicidn y el aminoacido que se ve sustituido. Tomado de Van Dam and De Deyn, 2006.

Genes de las presenilinas 1y 2 (PSEN1, PSEN2): se localizan en el cromosoma 14 (14g24.3) y en
cromosoma 1 (1g31g42) respectivamente. Estos genes codifican para las proteinas presenilina 1y
presenilina 2, que forman parte del complejo de la y-secretasa. Este complejo esta compuesto por
4 subunidades, y estas dos proteinas constituyen el centro catalitico. La y-secretasa participa en el
procesamiento proteolitico de APP, tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, liberando,
en el segundo caso, el péptido AP (Selkoe, 2001).

El gen de la PSEN1 fue descubierto en 1995 en un grupo de familias con EA de inicio precoz que no
correlacionaban con marcadores del cromosoma 21 (Sherrington et al., 1995). Desde entonces, se
han descrito 185 mutaciones en este gen, responsables de causar una EA de aparicion muy
temprana y agresiva. Las mutaciones en PSEN1 son responsables del 75% de los casos de tipo
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familiar, y debido a que éstas son mds comunes y mds severas, suelen ser las mas utilizadas a la
hora de generar un modelo animal transgénico (Bertram and Tanzi, 2004).

En el caso del gen de la PSEN2, su identificacién fue posible gracias al proyecto de secuenciacidn
del genoma humano, donde se encontré una homologia con la PSEN1 del 62%. La primera
mutacion se identificd en una familia alemana (Levy-Lahad et al., 1995). Hasta la fecha, se han
encontrado 13 mutaciones en el gen PSEN2, y son responsables de menos del 5% de los casos de
tipo familiar (Bertram and Tanzi, 2004).

Otros genes: se han descrito otros genes asociados recientemente con EA de inicio tardio. Algunos
son: BIN1, ABCA7, CLU, CR1, PICALM, aunque sus efectos son minimos. Estudios mediante ratones
knockout (KO) para estos genes ayudaran a esclarecer el papel de cada uno de ellos y su relacion
con la EA (Jun et al., 2010, Hollingworth et al., 2011, Naj et al., 2011).

A modo de resumen, en esta pagina web se recogen todas las mutaciones y publicaciones
relacionadas para cada gen: http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/default.cfm?MT=1& ML=1&Page=MutByGene.

1.2 Bases moleculares de la enfermedad

1.2.1 Proteina precursora amiloide (APP)

En humanos, el gen que codifica para la proteina precursora amiloide o APP fue clonado por
primera vez en 1987 (Kang et al., 1987). Se encuentra en el brazo largo del cromosoma 21
(21921.3) y contiene 18 exones. El splicing alternativo de APP genera mRNAs de diferentes
tamarios desde 365 a 770 aminoacidos, donde encontramos APP695, APP751 y APP770 como las
mayoritarias y siendo APP695 la que se expresa de forma predominante en las neuronas (Sisodia
et al., 1993). El mRNA de APP se expresa en una gran variedad de tejidos que incluyen el sistema
nervioso (cerebro, médula espinal y retina),el sistema inmunitario (timo y bazo),u érganos como
musculo, rifidn, pulmén, pancreas, préstata y tiroides (Dawkins and Small, 2014).

En ratones, esta proteina contiene también el dominio AB, pero difiere del dominio humano por 3
aminoacidos. Concretamente, difiere de una Histidina en la posicion 13 que hace que tenga menos
tendencia a la agregacién. Por ese motivo, en los modelos murinos de la enfermedad se necesita
sobreexpresar la proteina APP humana para conseguir un buen modelo de estudio(De Strooper et
al., 1995).

La proteina pertenece ademas a la familia de proteinas de membrana de tipo I, que en humanos,
asi como en otras especies de mamiferos, comprende otras dos proteinas semejantes, APLP1 y
APLP2 (amyloid precursor-like protein), codificadas en los cromosomas 19 y 11, respectivamente.
Asi mismo, se han encontrado proteinas homologas y genes ortélogos en otros organismos como
en Drosophila melanogaster (APPL), y Caenhorabditis elegans (APL-1) (Thinakaran and Koo, 2008).

Las proteinas de esta familia se expresan abundantemente en el cerebro. La expresion de APLP1
estd restringida a neuronas, en cambio APP y APLP2, aunque estan enriquecidas en el cerebro, se
pueden encontrar en otros tejidos (Lorent et al., 1995).

Respecto a su localizacidon subcelular, tanto APP como las APLPs se encuentran en el soma,
dendritas y axones de las neuronas (Hoe et al., 2009). Su expresién es mayor durante la
maduracién y diferenciacion neuronal y dentro de la célula son transportadas rapidamente por el
axén mediante transporte anterégrado mediado por vesiculas, momento durante el cual APP es
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procesada (Koo et al., 1990). El transporte hacia el axén se lleva a cabo mediante un sistema de
transporte rapido axonal anterégrado, mediante kinesina-1 como proteina motora (revisado en
(Thinakaran and Koo, 2008)).

APP esta formada estructuralmente por varios dominios que se pueden plegar de forma
independiente, tal y como se puede ver en la figura 4.. La regién extracelular, mucho mas larga
que la intracelular, se divide en dos dominios E1 y E2, ligados por un dominio de tipo acido. El
dominio E1 es de tipo globular rico en cisteinas, y se puede dividir en dos regiones: el dominio de
unién a heparina (HBD), y el dominio de unidn a cobre (CuBD). El dominio E2 es rico en hélices alfa
y contiene también un dominio HBD y otro dominio de unién a metales (Dawkins and Small, 2014).
Estos dos dominios extracelulares estan altamente conservados entre las proteinas de la misma
familia, y junto con el dominio intracelular serian los responsables de llevar a cabo sus funciones
fisiolégicas inherentes. El dominio intracelular contiene diferentes sitios de fosforilacién y un
motivo YENPTY de internalizacién (Dawkins and Small, 2014). En cambio, el dominio del péptido
AB no esta conservado y es exclusivo de APP (Zheng and Koo, 2006). La estructura cristalizada
completa de la proteina aun no se ha resuelto.
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Figura 4. Estructura de la proteina APP. El primer dominio HBD es el de unién a heparina, CuBD es el dominio de unién a
cobre; ZnBD es el dominio de unién a Zinc; DE es el dominio acido; HBD2 es otro dominio de unién a heparina; RC es el
dominio random coiled, y AB es la regidon que corresponde a este péptido. Tomado de Lazarov Orly, 2012.

Funciones biolégicas

APP es una glicoproteina transmembrana de la que no se sabe con exactitud su funcién primaria.
Sin embargo, existen evidencias de que tiene un papel critico en diferentes etapas del desarrollo
embrionario. En lo que respecta al sistema nervioso central (SNC) o al periférico (SNP), se la ha
relacionado con la formacién de nuevas sinapsis y la unién neuromuscular, la plasticidad neural, la
migracion de precursores neurales hacia la corteza cerebral, o el crecimiento neuritico (O'Brien
and Wong, 2011, Nalivaeva and Turner, 2013). En el adulto, participa en la homeostasis del calcio,
esencial para la transmisién sinaptica (Octave et al.,, 2013) asi como en la respuesta al dafio
neuronal (Alberca, 2011).

Des de su clonacion, se pensé que APP podria ser un receptor de la superficie celular debido a las
similitudes, tanto estructurales como de procesamiento, con el receptor de Notch. Aunque se han
identificado varias proteinas que interaccionan con APP como Nogo66-receptor (Park et al., 2006),
o Netrina-1, molécula implicada en guia axonal (Lourenco et al., 2009), faltan pruebas fehacientes
del papel de APP como receptor.
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La secuencia extracelular de APP se ha visto que interacciona con diferentes componentes de la
matriz extracelular como heparina, colageno de tipo I, y laminina. También se ha visto que podria
estar implicada en la adhesidn celular (Muller and Zheng, 2012), e interaccionando con moléculas
de adhesidén celular como integrinas, puesto que APP colocaliza con integrinas en la superficie de
axones y en sitios de adhesion (Storey et al., 1996, Yamazaki et al.,, 1997). Otros estudios han
demostrado que APP esta implicada en la migracion de precursores neurales a la placa cortical,
mediado por Dab1 que actuaria mas abajo en esa via (Young-Pearse et al., 2007).

También se les han atribuido funciones a las fracciones solubles de la proteina que se liberan
después de su procesamiento (revisado en (Zheng and Koo, 2011)). Estos fragmentos solubles
derivados del procesamiento de APP por parte de la a-secretasa llamados aAPPs, son capaces de
mejorar la memoria en animales y de aumentar la densidad sinaptica (Roch et al., 1994, Meziane
et al., 1998). Se liberan de forma constitutiva de la célula, indicando que pueden tener funciones
autocrinas y paracrinas en la regulacion del crecimiento (Thinakaran and Koo, 2008). También se
ha visto que puede estimular el crecimiento neuritico, e inducir diferenciacidon de células madre
neurales al linaje astrocitico (Kwak et al., 2006). En cerebros de ratén adulto también se ha visto
gue actua con el factor de crecimiento epidérmico (FCE o EGF, del inglés epidermal growth factor)
para estimular la proliferacién de células madre neurales de la zona subventricular, como si fuera
un cofactor (Caille et al., 2004).

El péptido AICD mencionado en el apartado anterior, es liberado intracelularmente, y suele
participar en sefializacién celular. Se ha visto que AICD puede formar un complejo activo de
transcripcién junto con otras moléculas como Fe65 o Tip60 (Cao and Sudhof, 2001). Otras
evidencias apuntan a que la liberacién de AICD podria estar involucrada en la supresién de la
neurogénesis dependiente de su union a Fe65, aunque esta via no se sabe si esta activa in vivo (Ma
et al., 2008). (Ver figura 5)

l'Ji;;J'r--_'._ag:_-‘r-»gm', on

& Synaptic
o transmission

Cell adhesion

S — )

dJ
KCM
11
EGE 3 :
receptor;) l

PR R
|AKT) (ERK) -
W
Neuroprotection
Cell proliferation

_ TIP60

Il FE6S O] AICD

= [
O ranscription regulation | &
L % = Ar

Mature Reviews | Meuroscience
Figura 5. Funciones bioldgicas de los fragmentos de la proteina APP. El procesamiento proteolitico de APP da lugar a

varios fragmentos proteicos que se han relacionado con diferentes funciones celulares, tanto a nivel de adhesion celular,
como en la diferenciacion celular o la transcripcion génica en el caso del péptido AICD. Tomado de Willnow TE, 2008.
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Los modelos tipo knockout (KO) son una herramienta esencial para desentrafiar las funciones de
una proteina. Sin embargo, en ratones KO para APP se ha visto que esta proteina no es
imprescindible durante el desarrollo ya que los ratones son fértiles y viables (Zheng et al., 1995),
aunque en los casos de doble KO de APLP1 y APP o APLP2 y APP, los ratones mueren al nacer
(Heber et al., 2000, Anliker and Muller, 2006). Esto sugiere que las funciones de APP se solaparian
con las de estas dos proteinas de su misma familia, existiendo un mecanismo compensatorio en
los casos de KO simple de APP.

1.2.2 Procesamiento de APP. Implicaciéon en la enfermedad

Por lo que respecta al procesamiento post-transcripcional de APP, la proteina estd sometida a
diversas modificaciones. Una vez sintetizada, APP es translocada al reticulo endoplasmatico (RE)
mediante su péptido sefial y seguidamente, en su camino hacia la membrana plasmatica, en la via
de secreciéon, es modificada mediante procesos de N- y O-glicosilacién, fosforilacion y sulfatacion
de tirosinas, que ocurren poco después de su sintesis, asi como diferentes tipos de
procesamientos proteoliticos para generar fragmentos peptidicos. En células

de tipo no neuronal, cuando APP llega a la membrana, se internaliza rdpidamente gracias al
motivo YENPTY y vuelve a la membrana después de ser reciclada en los endosomas, o es
degradada en los lisosomas (Thinakaran and Koo, 2008, Haass et al., 2012). Su vida media es de
unos 45-60 minutos aproximadamente.

A continuacioén de describen 2 de estos procesos:

v’ Fosforilacién: APP puede ser fosforilada en multiples puntos tanto en el dominio intracelular
como en el extracelular. Entre estos puntos, hay uno que corresponde al dominio intracelular
llamado ” motivo VT*®®PEER” que puede ser fosforilado por varias cinasas, como CDK5, GSK3pB o
JNK1. La fosforilacién en este punto podria regular su localizaciéon intracelular, contribuir a una
mayor produccion de AP o estar relacionado con su posterior procesamiento por caspasas.
También podria afectar a su unién con Fe65, afectando asi a la sefializacidn celular (Zheng and
Koo, 2011).

v’ Protedlisis: Podemos distinguir dos vias de procesamiento proteolitico que se diferencian en las
enzimas responsables de este proceso, la via no amiloidogénica y la amiloidogénica,
representadas en la figura 6.. En la primera de ellas, la via normal de procesamiento del APP, la
proteina es cortada por proteasas de la familia de las secretasas, concretamente la o-secretasa,
qgue corta en el extremo mas préximo a la parte N-terminal, y la y-secretasa. El primer corte
realizado por la a-secretasa libera un fragmento largo llamado sAPPa al espacio extracelular,
dejando un fragmento de 83 aminodcidos anclado a la membrana llamado aCTF del inglés
COOH-terminal fragment o C83. Después del segundo corte por la y-secretasa se libera un
péptido intracelular llamado AICD por su nombre en inglés amyloid precursor protein
intracelular domain, liberado en el citosol, que tiene un papel en la sefializacién nuclear (von
Rotz et al., 2004). Sin embargo, en la via amiloidogénica, productora de los depdsitos amiloides
en la EA, la primera secretasa que corta esta proteina es la B-secretasa, cuyo punto de corte se
sitia unos aminoacidos mas arriba que el de la a-secretasa. Esto resulta en la formacién de un
primer péptido llamado sAPPPB, dejando otro fragmento llamado BCTF o C99 anclado a la
membrana. Este es cortado por la y-secretasa, liberando el péptido AB y un péptido
intracelular. Esta via se describird en mayor detalle en el apartado 1.3.
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El procesamiento proteolitico de APP se cree que estd ligado a su presencia en las llamadas
“balsas lipidicas” o rafts lipidicos (en inglés lipid rafts), unos microdominios de membrana ricos
en colesterol que parecen estar involucrados en la homeostasis del colesterol, angiogénesis y
transducciéon de senales. De este modo, cuando se encuentra en estas regiones de la
membrana, APP es mas accesible a la B-secretasa, a diferencia de cuando no se encuentra en
estas areas que es procesado por la a-secretasa (Ehehalt et al.,, 2003). De hecho, es en la
membrana donde se encuentra con la a-secretasa y puede ser cortado, a diferencia del corte
mediante B-secretasa, que se produce durante la endocitosis, donde APP se encuentra con las
B y y-secretasas (Thinakaran and Koo, 2008). Una vez finalizado este proceso, el endosoma se
recicla en la superficie celular liberando el péptido AR generado junto con el sAPPB. También
hay evidencias de que a-secretasa puede cortar en el proceso de transporte de la proteina a la
membrana (revisado en (Haass et al., 2012)).
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Figura 6. Esquema de la protedlisis de la proteina APP por las vias amiloidogénica y no amiloidogénica. A la izquierda,
en la via amiloidogénica, podemos ver como APP es internalizado y cortado las secretasas, liberando el péptido AB. En
cambio, en la via no amiloidogénica, el primer corte proteolitco se produce en la membrana. Tomado de Aguzzi A., 2010.

Se ha visto en estudios de sobreexpresidon de APP, que aproximadamente solo un 10% del total se
encuentra en la membrana, mientras que el resto de moléculas de APP se encuentra en el aparato
de Golgi y su red de vesiculas. Desde el Golgi también puede ser transportado a los endosomas.

Las dos vias parecen competir debido a qué un aumento en la actividad de a-secretasa en modelos
de la enfermedad o en cultivos celulares, puede disminuir significativamente la generacién de
péptido AB e incluso la formacidon de placas (Postina et al., 2004). También se ha visto que
mutaciones en el motivo YENPTY inhiben la internalizaciéon de APP y disminuyen la generacién de
AB (Perez et al., 1999).

a, B,y secretasas

Como se ha comentado anteriormente, la proteina APP es procesada por diversas secretasas que
se detallaran a continuacion.
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a-secretasa

Cuando APP se procesa por la via no amiloidogénica, se produce un corte dentro del dominio AB,
entre los aminoacidos Lys16 y Leul7 (Esch et al., 1990, Wang et al., 1991). Esto resulta en la
formacion del péptido aCTF o C83. Este primer procesamiento es llevado a cabo por las a-
secretasas, en la membrana celular, (Sisodia, 1992), unas metaloproteinasas de zinc de la familia
ADAM (del inglés a desintegrin and metalloprotease), aunque también se ha visto actividad de a-
secretasa en el trans-Golgi, dependiente de proteina cinasa C (PKC) (Mills and Reiner, 1999). El
miembro principal que parece ser responsable de este procesamiento es ADAM10, al menos en
neuronas, que se expresa en la corteza y el hipocampo del SNC adulto (Kuhn et al., 2010), aunque
otros miembros de la familia como ADAM9Y, ADAM 17 o ADAM19 podrian funcionar como a-
secretasas (Allinson et al., 2003).

B-secretasa

En la EA, es la B-secretasa la encargada de procesar APP, que provocard la formacion del péptido
AB. A esta secretasa también se la conoce como BACE1 (beta-site amyloid precursor protein
cleaving enzyme 1), y fue identificada en 1999 (Sinha et al., 1999, Vassar et al., 1999, Yan et al.,
1999). Otra proteasa homoéloga fue identificada afios después, BACE2, aunque no estd implicada
en amiloidogénesis (Bennett et al., 2000). BACE1 se expresa constitutivamente pero los niveles
mas elevados se encuentran en el cerebro y en el pancreas. Se cree que puede tener un papel en
la mielinizacién, debido a los altos niveles de BACE1 presentes durante el estadio postnatal
(Willem et al., 2006), y a la hipomielinizacion del SNP en animales KO para BACE1 (Hu et al., 2006).
Se localiza principalmente en el trans-golgi y en compartimentos endosomales (Selkoe, 1998).

y-secretasa

Los dos tipos de procesamiento mencionados anteriormente, liberan unos péptidos llamados APPs
a o B, y dejan anclado a la membrana el fragmento C-terminal o CTF. Este fragmento es procesado
por la y-secretasa. y-secretasa es un complejo formado por 4 subunidades entre los que se
encuentran las presenilinas 1y 2, que son parte del dominio catalitico, nicastrina, APH-1 (del inglés
anterior pharynx defective 1) y PEN-2 (del inglés presenilin enhancer 2) (Yu et al., 2000). Estos
componentes son suficientes y necesarios para la completa actividad de y-secretasa. Esta proteasa
actua posteriormente a las dos secretasas anteriores, pero los productos que se liberan difieren en
ambos casos. El procesamiento de APP por y-secretasa no esta restringido a un Unico sitio, si no
que parece ser que APP sufre un procesamiento secuencial, que da lugar al dominio intracelular o
AICD, y a la formacién de péptidos de diferente tamafio. En la enfermedad de Alzheimer, este
péptido recibe el nombre de AB, y esta formado predominantemente por 40 o 42 aminoacidos
(revisado en (Haass et al., 2012)).

1.2.3 Tau

La proteina tau, descubierta en 1975, es una proteina de 55 kDa codificada por el gen MAPT en
humanos, que se encuentra en el cromosoma 17 (17qg21). Tiene unas 100 kb y contiene como
minimo 16 exones (Avila et al., 2004).

Como se puede observar en la figura 8. existen 6 isoformas de tau debido al splicing alternativo de
diferentes exones: 2, 3 y 10, aunque el exdn 3 no aparece nunca independientemente del 2
(Andreadis et al., 1995). Debido a que el exdn 10 esta relacionado con la presencia de uno de los
dominios de unién a microtubulos, su presencia o ausencia esta relacionada con su mayor o menor
capacidad de unirse a estos. Entonces diferenciamos las isoformas 3R, sin el exén 10 y con solo 3
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dominios de unién, o las 4R con cuatro y por tanto mayor afinidad a microtubulos. Segun la
presencia de los exones 2 y 3 diferenciamos también entre ON, 1N o 2N.

1 4R/2N Rl R2 R} R4 441 1 3R/IN 381
w = : mw :
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Figura 7. Isoformas de tau. Existen dos bloques de isoformas que se dividen segln el numero de repeticiones de union a
microtubulos que tiene. Asi encontramos las 3R con 3 dominios y las 4R con 4. Ademas, de cada bloque existen 3
isoformas segun la presencia o ausencia de los exones 2 y 3. Tomado de Ballatore C., 2007.

Durante el desarrollo, las isoformas del tipo 3R son las mayoritarias, aunque también se
encuentran en tipos celulares especificos como las células granulares o del giro dentado (Goedert
et al., 1989). En cambio en el cerebro adulto, el ratio 4R/3R es préximo a 1, y es mantenido incluso
durante la EA. Sin embargo, en taupatias como la demencia frontotemporal con parkinsonismo
asociada al cromosoma 17 (FTDP-17), se pueden encontrar alteraciones en estas proporciones.
Mutaciones en el gen que codifica tau, solo da lugar a demencia frontotemporal (DFT, o FTD del
inglés frontotemporal dementia), pero no a EA.

Se ha encontrado recientemente en el intrén 9 del gen humano, una regién que se comporta
como un exén y que da lugar a la expresidon de una proteina conocida como saithoin, y cuya
mutacion del tipo Q7R correlaciona con una mayor incidencia de EA u otras taupatias (Avila et al.,
2004).

En ratdn, el gen que codifica para tau se encuentra en el cromosoma 11. Las isoformas que
presenta difieren segun el estadio del desarrollo, expresandose mayoritariamente la isoforma
ON3R durante el desarrollo embrionario, mientras que en el adulto se expresan solo las 3
isoformas del tipo 4R.

Existen otras proteinas similares a tau como MAP1 o MAP2,, que se expresan preferentemente en
el cerebro, aunque también en otros tejidos, donde estdan menos representadas, o MAP4,
codificada por el cromosoma 3 y con homologia en la zona de unidn a tubulina. También se han
encontrado proteinas similares en C. elegans (Goedert et al., 1996), y Drosophila melanogaster
(Irminger-Finger et al., 1990).

Esta proteina se expresa en las neuronas del SNC principalmente, aunque se ha encontrado tanto
mRNA como proteina en tejidos como el corazodn, el higado, el pancreas, el pulmdn, entre otros
(Gu et al., 1996, Vanier et al., 1998).

A nivel celular, es una proteina intracelular que se encuentra asociada a microtubulos gracias a su
union a tubulina, aunque también se puede encontrar asociada a la membrana plasmatica (Brandt
et al., 1995, Arrasate et al., 2000). Normalmente esta localizada en los axones, donde estabiliza los
microtubulos y permite que el trasporte axonal, tanto anterégrado como retrégrado, sea posible.
Ademads, posibilita otros procesos como la diferenciacién celular o la polarizacion que estan
relacionados con el citoesqueleto. También se expresa en astrocitos y oligodendrocitos. Ratones
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deficientes de tau son viables (Harada et al., 1994) aunque presentan ligeras diferencias,
probablemente debido a la compensacidn de otras proteinas.

Funciones biolégicas

La principal funcién de tau es la de estabilizar a los microtibulos a través de la interaccién con la
tubulina. De este modo, participa en el ensamblaje de mondmeros de tubulina para formar los
microtubulos, asi como para realizar funciones como el transporte axonal. Tau también hace de
nexo de unidon de los microtubulos con otros elementos del citoesqueleto. Su funcién viene
regulada por su estado de fosforilacidn, y por el nimero de dominios de unidn a tubulina, que
varian entre las diferente isoformas (Garcia and Jay, 2004). Todas las isoformas de tau presentes
en el cerebro tienen la misma estructura, un dominio de proyeccidén que contiene la mayor parte
de la estructura, y el dominio de unién a microtubulos, en la regién C-terminal (Avila et al., 2004).
El dominio de proyeccion se puede dividir en 2 regiones mads, la region amino-terminal con una
alta proporcion de residuos acidos, y la region rica en prolina (Avila et al., 2004). El dominio de
union a microtubulos contiene 3 o 4 repeticiones de unos 30 residuos. Estas repeticiones permiten
a tau unirse a microtubulos y pueden provocar su ensamblaje (Trinczek et al., 1995).

La fosforilacién de la proteina es un fendmeno regulado por el desarrollo, de forma que ésta es
mas elevada en el estadio fetal y disminuye con la edad. La proteina contiene un total de hasta 80
residuos susceptibles de ser fosforilados (figura 8), y el estado de fosforilacién en el que se
encuentren depende de un balance entre diversas cinasas y fosfatasas.
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Figura 8. Sitios de fosforilacion de tau. En la imagen se muestran todos los sitios de fosforilacidén de la proteina con el
aminodcido al que corresponde y su posicion en la secuencia. Tomado de Luna-Mufioz J., 2013.

Las cinasas principales que participan en este proceso se pueden dividir en dos grupos: las cinasas
dirigidas a prolina o motivos prolina-serina/treonina, y las cinasas que fosforilan otros motivos.
Algunas de las cinasas mas conocidas y destacadas son: i) la glicdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3), ii) la
cinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5), y iii) la cinasa reguladora de la afinidad por los
microtubulos (MARK). Respecto a las fosfatasas, se encuentra la fosfatasa 2 A (PP2A) (Garcia and
Jay, 2004). El estado de fosforilacion también determina su localizacién intracelular, de forma que
cuando es fosforilada en la regidon rica en prolina se encuentra principalmente en el
compartimento somatodendritico, mientras que cando esta region no esta fosforilada, o cuando
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tau esta fosforilada en el dominio C-terminal, se encuentra en la parte distal del axén (Dotti et al.,
1987).

Existen otras modificaciones post-traduccionales que puede padecer tau, como la glicosilacién,
que podria tener un papel en la localizacion nuclear de la proteina (Lefebvre et al., 2003) o la
glicacién que podria estar relacionada con la agregacidon de tau en agregados mas complejos
(Ledesma et al., 1994). Ademas podemos encontrar formas de la proteina resultantes del corte de
tau por su residuo 391 y que podria facilitar la agregacién aberrante de la proteina (Basurto-Islas
et al., 2008).

1.3 Neuropatologia/alteraciones neuropatologicas

Desde la descripcion del primer caso de EA, se desveld en la autopsia una pérdida de masa
cerebral debido a una elevada muerte celular. También se observaron células que contenian unas
estructuras fibrilares, asi como la presencia de acumulaciones proteicas alrededor de estas. Hoy en
dia conocemos a estas estructuras neuropatoldgicas como ovillos neurofibrilares y placas
amiloides, respectivamente.

En la figura 9 se pueden apreciar algunos de los cambios morfoldgicos debidos a la pérdida de
masa cerebral.

Normal

Figura 9. Morfologia de un cerebro sano y de un cerebro de un paciente de Alzheimer. Vista lateral y vista coronal. Tal y
como se puede ver en la vista lateral, las circunvoluciones estdan mas separadas en el cerebro con EA y los surcos son
mas anchos. A nivel coronal vemos como los ventriculos son mas anchos y existe una evidente degeneracidn en varias
zonas, entre ellas la zona de la corteza y el hipocampo.

1.3.1 Placas amiloides y la hipdtesis de la cascada amiloide

Las placas amiloides estan formadas por acumulos del péptido AP y se suelen encontrar junto a
axones y dendritas distréficos. Este péptido AB se genera a partir del procesamiento proteolitico
de su proteina precursora APP por la via amiloidogénica. En esta via participan B y y-secretasas,
introducidas anteriormente en el apartado 1.2.2. Esta via no ocurre en la membrana, sino que la B-
secretasa se encuentra con APP en las vesiculas secretoras, y se generan diferentes tipos de
péptidos AP de diferente tamafio. El péptido AP tiene tendencia a autoagregarse, especialmente el
llamado AB4, (McGowan et al., 2005). Una vez sintetizado en forma monomérica, mantiene un alto
contenido en hélices alfa, pero llegado a un umbral de concentracién, se produce un cambio de
conformacién a laminas beta, que facilita su agregacién en oligdmeros. Una vez formados estos
oligdmeros, se formaran protofibrillas, que se convertiran en fibras y finalmente se formaran las
placas. La figura 10 muestra el aspecto de los oligdmeros y las fibras por microscopia electrdnica,
junto con un posible modelo de la agregacién de los mismos.
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Figura 10. Estructura de los oligdmeros vy las fibras del péptido AB obtenida por microscopia electrénica. A la derecha,
posible modelo agregacion de los oligdmeros de AB. En este modelo se postula que seria un cambio en el plegamiento
del péptido AB que provocaria su agregacién y formacion de oligdmeros. Este cambio de conformacidn también se
produciria en cerebros sanos de personas mayores, apareciendo las placas, sin provocar la neurotoxicidad caracteristica
de los oligdmeros. Tomado de Lesné, 2014.

Las formas solubles estan formadas por oligdmeros de bajo peso molecular, que se corresponden
a complejos de 2, 3 o hasta 4 unidades de mondmeros, mientras que los de mayor tamafio
corresponden a los oligdmeros de alto peso molecular (Walsh and Selkoe, 2007). Se pueden
encontrar en el espacio intracelular o extracelular. Las formas insolubles corresponden a
protofibrillas y fibrillas.

Podemos encontrar dos tipos diferentes de placas, las conocidas como placas difusas, y las placas
neuriticas (ver figuras 11). Se diferencian en que las placas difusas son menos densas,
generalmente solo contienen agregados de péptido AB, y no suelen estar asociadas a pérdida
sindptica o glia reactiva. Este tipo de placas son las que también se pueden encontrar en gente
mayor. Son negativas para Thioflavina-S y Congo Red. En cambio, las placas neuriticas estdn
formadas por un nucleo compacto de AP fibrilar, rodeado por neuritas degeneradas o en proceso
de degeneracién con acumulaciones de tau y células gliales reactivas como astrocitos o microglia.
Ademas, son positivas para los marcadores antes mencionados (Serrano-Pozo et al., 2011).
También podemos encontrar depdsitos de AR en las paredes de pequefios vasos sanguineos (CAA)
(Braak and Braak, 1996).

Figura 11. Placas amiloides caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer. A la izquierda, placas difusas, menos densas.
A la derecha, placas neuriticas con un nucleo mas denso.

En la EA, las placas se localizan en la isocorteza y van creciendo en nimero expandiéndose por
toda la corteza, primero las areas asociativas, hasta finalmente llegar a toda la isocorteza. En el
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hipocampo sin embargo, no se encuentra un gran numero de depdsitos. Este patréon no se
corresponde con la acumulacion de ovillos neurofibrilares (Braak and Braak, 1991).

Aunque la presencia de placas es una de las lesiones mads caracteristicas de la enfermedad, su
densidad correlaciona muy débilmente con el dafio cognitivo de la misma. Hay evidencias que
apuntan a los oligdmeros de AP como los principales responsables del deterioro cognitivo
caracteristico de la EA. En este sentido, se ha demostrado que oligdmeros solubles, encontrados
en estadios iniciales de la enfermedad, cuando aun no hay presencia de placas, provocan
alteraciones sinapticas que afectan a la plasticidad, al aprendizaje y a la memoria (Walsh et al.,
2000, Walsh et al., 2002, Lesne et al., 2006, Shankar et al., 2008, Reed et al., 2011).

La cascada amiloide

Una de las hipdtesis mas estudiadas y sobre la que se ha trabajado en los ultimos afios, introducida
en el apartado 1.1.2, es la “hipédtesis de la cascada amiloide”. En esta hipdtesis, formulada en 1992
por J.A. Hardy y G.A. Higgins (Hardy and Higgins, 1992), el péptido AP juega un papel central en la
enfermedad, ya que se propuso que AP era el responsable inicial de la aparicién de Ia
neuropatologia en la EA, produciéndose un conjunto de eventos moleculares que finalmente
darian lugar al resto de alteraciones neuropatoldgicas, entre ellas la acumulacion de tau. Estas
conclusiones fueron sacadas a partir de casos de pacientes con SD, en los que se desarrolla la
enfermedad sin encontrar taupatia, y por otros estudios genéticos e histopatoldgicos en los que se
demostraba la toxicidad de AP, por lo que concluyeron que tau no era necesaria para
desencadenar la enfermedad (Hardy and Higgins, 1992). Sin embargo, AB no induce degeneracion
en cultivos primarios neuronales que provienen de ratones KO para tau, hecho que sugiere un
papel de tau en la degeneracidon mediada por AB (Rapoport et al., 2002).

Lo que si parece demostrado es que tau actla por debajo de AP ya que los efectos protectores de
reducir la expresién de tau no provocan cambios en los niveles de AB o en su agregacion. Ademas,
diferentes estudios han demostrado que AP es capaz de inducir la hiperfosforilacion de tau (De
Felice et al., 2008).

Actualmente, la aceptacidn de la hipdtesis amiloide sigue siendo un tema de debate, puesto que
las aproximaciones de tratamientos realizadas con AP como punto central a tratar, han fracasado
al llegar a fase lll, poniendo en entredicho su veracidad (Karran et al.,, 2011). La hipdtesis, sin
embargo, tampoco puede ser rechazada ya que en el caso de los ensayos clinicos, el tratamiento
se administra una vez el paciente presenta placas en la corteza. Estas placas son dificiles de
disgregar y con el tratamiento solo se conseguiria frenar o ralentizar la produccién de AP. El
objetivo clave, entonces, seria encontrar un punto en la escala temporal de la enfermedad en la
que se pudiera evitar la formacion de las placas.

1.3.2 Ovillos neurofibrilares y la agregacion de tau

En condiciones fisioldgicas, tau se encuentra unida a microtubulos
en un equilibrio dindmico, gracias a un conjunto de cinasas y
fosfatasas, que equilibran su estado de fosforilacién. En la EA, ese
equilibrio se rompe y tau se encuentra hiperfosforilada afectando a
su capacidad de unidon a tubulina y menguando su capacidad de
estabilizar microtubulos. Esta hiperfosforilacion cambia, ademads, su

localizacion intracelular, encontrandose mayoritariamente en el Zfs&
compartimento somato-dendritico (Igbal et al., 2009). Cuando la  Figura 12. Ovillos neurofibrilares.
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proteina tau se encuentra hiperfosforilada, adquiere resistencia a la protedlisis y se acumula en el
citosol, formando agregados ricos en laminas B llamados filamentos pareados helicoidales (PHF,
del inglés paired helical filaments) que posteriormente de convertiran en los ovillos neurofibrilares
también conocidos como NFT (del inglés neurofibrillary tangles) (Avila et al., 2004), que pueden
observarse en la figura 12.
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Figura 13. Estadios definidos por Braak y Braak, 1991.

Los ovillos neurofibrilares son acimulos de proteina tau anormalmente hiperfosforilada que se
localizan dentro de las neuronas distréficas del hipocampo, corteza entorrinal, giro dentado,
amigdala y cortezas asociativas (Alberca, 2011). Estos ovillos fueron utilizados por Braak y Braak en
1991 para definir el avance de la enfermedad, la cual dividieron en 6 fases segln el estado de
propagacién de los mismos por el cerebro, y que estan representadas en la figura 13. En las
primeras fases | y I, los primeros ovillos empiezan a aparecer en la regidn transentorrinal. Por eso
se las conoce como estadios transentorrinales. Durante estas fases, no hay manifestacién de que
las capacidades intelectuales del paciente estén afectadas. En las fases Ill y IV, también llamadas
estadios limbicos, las zonas transentorrinal y entorrinal se ven gravemente afectadas,
especialmente la capa pre-a de ambas regiones, afectado a la comunicacidn entre la isocorteza y
el hipocampo. Ademas, los ovillos empiezan a aparecer en el subiculo y llegan hasta la regién CA1
del cornu ammonis del hipocampo. Finalmente, en las ultimas fases V y VI, la progresién de la
enfermedad avanza hasta la isocorteza asociativa donde aparecen gran cantidad de ovillos. Este
avance es bastante simétrico entre los dos hemisferios (Braak and Braak, 1991, 1996).

Actualmente existe una gran controversia en referencia al papel de los ovillos en la enfermedad.
Hay estudios que apoyan la hipdtesis de que podrian tener un papel neuroprotector evitando la
presencia de tau soluble susceptible de provocar que otras moléculas dejen de estar unidas a los
microtubulos (Alonso Adel et al., 2006, Spires-Jones et al., 2008, Igbal et al., 2009). En cambio, hay
otras posturas que asocian los ovillos con un papel téxico en la célula debido a las alteraciones en
transporte axonal y degeneracion que las células presentan.
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Por otro lado, también se le han atribuido propiedades tipo prion a la proteina tau, ya que
estudios experimentales con extractos de proteina tau humana con la mutacién P301S extraidos
de ratones transgénicos, inyectados en animales que expresaban proteina tau humana sin
modificar, promovieron el ensamblaje de esta proteina tau no mutada, causando la aparicion de la
patologia tanto en la zona de inyeccién como en las zonas colindantes (Clavaguera et al., 2009).

1.4 Tratamientos

Ademas de la aparicion de las ya descritas placas amiloides y los ovillos neurofibrilares, la EA se
caracteriza por la alteracion en los niveles de diversos neurotransmisores que conllevan muerte
celular. La neurotransmisién glutamatérgica y la colinérgica son las que se encuentran
mayormente afectadas, lo que se relaciona directamente con los sintomas de la enfermedad a
nivel de aprendizaje y memoria. Las neuronas glutamatérgicas localizadas en la amigdala, la
formacion reticular, el hipocampo y la corteza cerebral, estdn conectadas con neuronas
colinérgicas localizadas en el septum medial, la banda diagonal de Broca y el nucleo basal de
Meynert. Estas neuronas colinérgicas inervan a su vez la isocorteza y el hipocampo.

En general, los tratamientos disponibles para la EA hasta la fecha, no han conseguido frenar la
progresion de la enfermedad. Solo permiten tratar los sintomas asociados y alargar el tiempo
hasta el momento en el que inevitablemente, los pacientes se vuelven dependientes. A
continuacién se exponen dos aproximaciones.

1.4.1 Farmacoldgicos

Actualmente, debido a que los mecanismos moleculares especificos de la enfermedad aun estan
siendo investigados, los tratamientos farmacolégicos aprobados estdn basados en compensar las
deficiencias en neurotransmisores presentes en la enfermedad, aunque ninguno de ellos detiene
el progreso natural de la misma.

En la EA hay una alteracidn en la actividad de dos enzimas relacionadas con el neurotransmisor
acetilcolina (ACh), la acetilcolinesterasa, que cataliza la hidrélisis de la ACh en colina y acido
acético, finalizando asi la neurotransmisidn, y la acetiltransferasa (ChAT), que cataliza la
transferencia de un grupo metil a la amina colina para formar el neurotransmisor. Debido a esto,
durante el transcurso de la enfermedad hay una disminucién de neuronas colinérgicas, hecho que
llevd a formular la “hipdtesis colinérgica”, que como se ha mencionado anteriormente, se postula
que la pérdida de esta poblacion neuronal es la causante de los sintomas . Un incremento en los
niveles de este neurotransmisor compensara esta pérdida, lo que se consigue con algunos
farmacos como el donepezilo, la galantamina y la rivastigmina, que actian como inhibidores
reversibles de la acetilcolinesterasa, y son utilizados en fases de demencia leve y moderada
(Parsons et al., 2013). La tacrina fue utilizada durante muchos afios pero debido a su toxicidad
hepatica y otros efectos secundarios, se dejé de utilizar (Hong-Qi et al., 2012).

También podemos encontrar otro tipo de fadrmacos que actian sobre el sistema glutamatérgico. El
neurotransmisor glutamato es responsable de la mayoria de la neurotransmisién excitadora del
SNC, particularmente en la corteza cerebral y el hipocampo (Danysz et al., 2000). En condiciones
normales, cuando el glutamato activa su receptor NMDA (del inglés N-methyl-D-aspartate), hay un
flujo de iones de calcio hacia la neurona post-sindptica. Esto induce una cascada de sefializacién
que produce plasticidad sindptica. En la EA, el receptor estd sobreactivado, produciendo un flujo
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constante de iones calcio, creando un ruido de fondo en el que las sefializaciones fisioldgicas
quedan escondidas y no son detectadas (Cacabelos et al., 1999, Danysz and Parsons, 2003). Un
ejemplo de farmaco capaz de actuar en este sistema es la memantina. Este medicamento,
sintetizado por primera vez por la farmacéutica Eli Lilly, bloquea los receptores de NMDA de
glutamato, reduciendo asi el ruido de fondo y por tanto la sobreestimulacién que resulta en
neurotoxicidad. Este tratamiento se utiliza en fases en qué la enfermedad es moderada y/o severa
(Parsons et al., 2013).

1.4.2 Alternativos: el uso de anticuerpos y péptidos

En cualquier caso, cualquiera de los farmacos anteriormente mencionados, se utilizan meramente
como tratamiento paliativo, ya que no curan ni detienen el avance de la enfermedad. Ademas,
solo funcionan en un porcentaje de los enfermos (Citron, 2010). Por ello, se han desarrollado
tratamientos alternativos como los que se mencionan a continuacion.

Inmunoterapia

Hay dos tipos de inmunizaciones, la activa y la pasiva. La inmunizacion activa se basa en la
potenciacion de la respuesta humoral del sistema inmune del propio organismo para la formacidn
de anticuerpos. De esta manera se puede generar una memoria inmunitaria con la consecuente
produccidon de anticuerpos contra el antigeno administrado. En este sistema se basan la mayoria
de vacunas administradas a lo largo de nuestra vida. La inmunizacién pasiva, en cambio, se basa en
la administracion directa de anticuerpos para generar una respuesta rapida (revisado en
(Wisniewski and Goni, 2014)).

En las dltimas décadas se han desarrollado inmunoterapias focalizadas en la hipdtesis del péptido
amiloide. En esta linea, se han llevado a cabo inmunizaciones activas y pasivas con el objetivo de
reducir el depésito de AB. Debido al éxito obtenido mediante el uso de modelos animales, se han
llegado a realizar ensayos clinicos usando estos tratamientos.

En modelos animales de la EA, se observé que la inmunoterapia con anticuerpos anti-Ap inhibia la
fibrilacion del péptido ademds de disgregar las fibras ya formadas, evitando asi la toxicidad
mediada por AB (Solomon et al., 1997). Esto llevé a varios grupos a realizar inmunizaciones activas
usando el péptido AB4, en estado agregado junto con el adyuvante de Freund, en los que se
obtuvo una reduccién de depdsito de AB y del dafo cognitivo (Janus et al., 2000, Sigurdsson et al.,
2001). Resultados similares se obtuvieron mediante inmunizacién pasiva usando anticuerpos
monoclonales anti-AB (Bard et al., 2000, DeMattos et al., 2001). En estos ensayos realizados con
animales no se vieron sintomas de toxicidad derivada de la vacuna, pero para ganar seguridad, se
propuso el uso de péptidos homdlogos que desencadenaran una respuesta humoral de tipo Th2,
teniendo en cuenta que los epitopos mayoritarios para células B se encuentran en los primeros 15
aminoacidos de la molécula.

Debido a los resultados obtenidos en animales en fases preclinicas, en el afio 2000 empezd un
ensayo clinico en fase | en el Reino Unido con una vacuna llamada AN1792, para testar la
antigenicidad y la toxicidad. Esta vacuna consistia en la inmunizacion del péptido AB,4, entero pre-
agregado junto con el adyuvante QS21, debido a que el adyuvante de Freund no se puede usar en
humanos. Este adyuvante, extraido de la corteza del arbol quillay (Quillaja saponaria) endémico de
Chile, es un gran potenciador de la respuesta inmune. En esta primera fase se obtuvo respuesta
humoral en un 53% de los pacientes. Para la siguiente fase, a este adyuvante se le afiadié también
otro componente para mejorar la solubilidad del péptido agregado llamado polisorbato 80, un
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excipiente hoy en dia utilizado en algunas vacunas y en cosmética. El resultado fue la aparicién de
sintomas correspondientes a meningoencefalitis en un 6% de los pacientes, que llevd a la
finalizacion del ensayo (Gilman et al., 2005, Pride et al., 2008). Autopsias realizadas a algunos de
los pacientes participantes del ensayo clinico revelaron una disminucién de placas en dareas
corticales del cerebro que parecia involucrar a la microglia en un proceso de fagocitosis. Sin
embargo, los depdsitos asociados a vasos o la taupatia no se vieron afectados, y las mejoras
cognitivas eran muy leves (Nicoll et al., 2003).

Desde esta primera aproximacion, se han realizados otros ensayos clinicos con péptidos
mejorados, como por ejemplo el utilizado en una vacuna llamada CAD106 desarrollada por
Novartis Pharmaceuticals, en la que el péptido usado era un fragmento de 6 aminoacidos de la
zona correspondiente a los epitopos especificos de células B (Winblad et al., 2012). Otro ejemplo
es la ACC-001 de Pfizer basado en el mismo péptido, pero también se han desarrollado péptidos
mimeéticos al original, reduciendo asi el riesgo de una reaccion cruzada con otro antigeno (Ryan
and Grundman, 2009). El problema que presenta este tipo de inmunoterapia es que, aunque se
logra reducir el numero de placas en la corteza cerebral, los ovillos neurofibrilares de tau
permanecen intactos, llevando a una poca mejoria de los signos clinicos.

Uno de los mayores riesgos que puede haber al utilizar la inmunizacion activa, es Ia
sobreestimulacion de la respuesta inmune, especialmente del tipo Thl. Por ello se ha desarrollado,
como alternativa, la transferencia directa de anticuerpos prefabricados contra el antigeno
deseado. Actualmente disponemos de mucha informacién acerca de las diferentes especies
téxicas que se producen durante la agregacion del péptido AB, y eso ha permitido desarrollar
anticuerpos especificos para su estudio en el laboratorio y poder caracterizarlos mejor.

El problema mas evidente de este tipo de inmunizacién, es la necesidad de administrar repetidas
dosis, puesto que la respuesta no es sostenida y no se genera memoria inmune como en el caso
anterior. También hay que tener la certeza de que el anticuerpo reconozca especificamente al
antigeno sin el peligro que se pueda desarrollar una respuesta autoinmune. Ademas, en la EA, el
anticuerpo tiene que penetrar la barrera hematoencefalica (BHE).

Estudios realizados con modelos transgénicos de la enfermedad mostraron una reduccidn de AB
asi como una mejora cognitiva con este tipo de aproximaciones (Bard et al., 2000, DeMattos et al.,
2001). El mecanismo de accion de estos anticuerpos para eliminar el depdsito de AP no se conoce
exactamente, pero se cree que los anticuerpos podrian secuestrar el péptido soluble evitando asi
su agregacion e incluso provocar la disgregacion de los depdsitos, asi como también activar la
fagocitosis realizada por la microglia.

Algunos ejemplos de ensayos clinicos que han superado la tercera fase, como el Bapineuzumab u
otros anticuerpos humanizados, que reconocen una region especifica del péptido AB, no
consiguieron producir una mejor clinica en los sujetos, aunque el Solanezumab si consiguié una
mejora en los pacientes en la fase mas temprana de la enfermedad (Farlow and Brosch, 2013).
Este hecho probablemente indicaria que, si el tratamiento se realizara en fases mds tempranas,
donde se evitara desde el inicio el depdsito de AR, impidiendo asi la cascada de seiializacion
subsecuente que causaria la taupatia, se conseguiria frenar o incluso evitar el desarrollo de la
enfermedad, siempre que la presencia de anticuerpos fuera sostenida. Ademas, estas
aproximaciones realizadas mediante inmunizacidén pasiva tienen el inconveniente de que el
antigeno diana no es la forma oligomérica de AP especificamente, sino el péptido en su
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conformacion estandar. Eso puede repercutir en las funciones fisiolégicas de su precursor, asi
como aumentar el riesgo de reacciones autoinmunes.

Debido a la falta de recursos actuales para detectar la enfermedad a muy temprana edad, una
doble terapia englobando tanto el depdsito de AR como la taupatia seria una buena alternativa,
puesto que hay estudios que muestran como el estado de la taupatia se correlaciona mejor con el
grado de demencia (Arriagada et al., 1992, Terry, 1996). Ensayos realizados con animales
transgénicos de sobreexpresion de la forma mutada de tau P301L mediante un péptido fosforilado
de tau en ser396 y ser404, mostraron una reduccién de la proteina tau agregada y una mejora en
sus funciones motoras (Asuni et al., 2007), pero el uso de epitopos de tau para realizar la
inmunoterapia activa podria provocar el desarrollo de encefalitis incluso si el epitopo esta
fosforilado (Rosenmann et al., 2006). En el caso de tau, los anticuerpos podrian ser una
aproximacién mas segura si son capaces de cruzar la BHE y ser captados por las neuronas.
También es posible que, debido a las evidencias de que tau se podria comportar como una
particula pridnica, estos anticuerpos podrian actuar secuestrando estas particulas y evitando asi la
propagacion de la patologia.

Otra alternativa podria ser el uso de la conformacion o la estructura de la molécula para la
inmunizacion. Tanto en el caso del péptido AB como en el de tau, las formas oligoméricas parecen
ser las conformaciones mas toxicas, y se caracterizan por un elevado contenido de hojas beta, de
modo que una misma terapia estaria enfocada a las dos patologias. Ademads, esto aumentaria la
seguridad de la terapia puesto que las funciones fisiolégicas de las dos proteinas no se verian
afectadas (revisado en (Wisniewski and Goni, 2014)). De hecho, en estrategias donde se ha
bloqueado la conformacién oligomérica del péptido AB, se han obtenido mejoras cognitivas. En el
laboratorio de Wisniewski, han realizado este tipo de aproximacion usando un péptido con
elevado contenido de hojas beta en forma oligomérica, y han obtenido tanto una disminuciéon de
las dos patologias, asi como una mejora cognitiva en los animales triple transgénicos del tipo 3xTg
(Goni et al., 2013).

En cualquier caso, para usar este tipo de terapias hay que tener muy en cuenta en qué estadio de
la enfermedad podemos administrarla para obtener beneficios.

Inhibidores de 3-secretasa

Una de las dianas mdas prometedoras en el tratamiento de la enfermedad es la B-secretasa. El
descubrimiento de que una mutacion en APP que inhibia el procesamiento mediado por BACE
podria ser protectora frente la EA, catapultd la investigacién hacia los inhibidores de BACE
(Jonsson et al., 2012). Esta enzima es una de las responsables de cortar APP, participando en la
generacion del péptido AP (ver apartado 1.2.2). En condiciones fisioldgicas, se cree que puede
tener un papel importante en la sinapsis, puesto que se encuentra concentrada en los terminales
presinapticos (Kandalepas et al., 2013). De hecho, aunque estudios iniciales con animales KO para
BACE1 no mostraron alteraciones fenotipicas respecto a los wild type, a parte de una menor
produccidon de AR, estudios mas recientes han demostrado que estos animales KO muestran
defectos en guia axonal (Rajapaksha et al., 2011, Hitt et al., 2012), hipomielinizacion (Willem et al.,
2006, Hu et al., 2008b), y defectos de memoria (Kobayashi et al., 2008), entre otros. La inhibicién
de BACE1 puede afectar entonces, ademas de a la condicién patolégica de la enfermedad, a sus
funciones fisioldgicas.

Existe otra B-secretasa, BACE2, que se expresa de forma predominante en el pancreas (Bennett et
al., 2000, Esterhazy et al., 2011), y presenta una homologia del 64% con BACE1. Estudios hechos
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con animales KO para BACE1, cruzados con animales transgénicos para APP, demuestran que
BACE2 no ejerce una funcién compensatoria de las funciones de BACE1, en cuanto a produccion de
AB se refiere, cuando BACE1 no se expresa, puesto que los animales no presentaban placas (Luo et
al., 2003, Ohno et al., 2004, McConlogue et al., 2007).

La inhibicién de BACE1 a nivel terapéutico conlleva conocer la respuesta a diferentes preguntas
como por ejemplo cual seria el nivel dptimo de inhibicién necesario para que el tratamiento sea
eficaz. En pacientes con EA, los niveles de BACE1 son practicamente el doble con respecto a una
persona sana (Fukumoto et al., 2002, Yang et al., 2003). Ademas, en animales heterocigotos para
BACE1 cruzados con animales transgénicos para APP, con un 50% de la carga genética de la
proteina, presentan una reduccién del 20% de la produccién de AR (McConlogue et al., 2007).

Otro aspecto a tener en cuenta es que a medida que avanza la enfermedad, la cantidad de AR
presente es mayor, de modo que segun el estadio en el que se encuentre el paciente, esta
inhibicidn tendria que ser mayor o menor. El momento en el que se inicie el tratamiento también
es de vital importancia para conseguir efectos déptimos que podran ser sostenidos con un
tratamiento crénico, para retrasar el inicio o el avance de la enfermedad.

En la actualidad, se estan llevando a cabo varios ensayos clinicos testando inhibidores de BACE1.
Los inhibidores de primera generacion eran de tipo peptidico mimetizando el sitio de corte de la B-
secretasa, pero se ha demostrado que no son buenos candidatos, puesto que no tienen las
propiedades dptimas para serlo, como buena biodisponibilidad oral, penetracién de la BHE, entre
otros. Eso ha llevado al disefio de inhibidores no peptidicos con el propdsito de mejorar estas
propiedades (revisado en (Yan and Vassar, 2014)).

Actualmente, inhibidores de tercera generacién han sido desarrollados, y presentan una buena
penetracion de la BHE y una buena farmacocinética, asi como una buena reduccién de AB en
estudios con animales (Probst and Xu, 2012). Eso ha llevado al inicio de ensayos clinicos con
algunos de estos inhibidores como el MK-8931, que ya ha pasado las primeras fases siendo bien
tolerado sin efectos adversos destacables y obteniendo una reduccién significativa de la
concentracién de AR en el liquido cefalorraquideo (LCR) dependiente de dosis (Forman et al.,
Forman et al.). Actualmente esta en fase 3. Otro ejemplo es el LY2886721 (May et al.), inhibidor no
peptidico que llegd a fase 2 pero el ensayo fue suspendido debido a una disfuncidn del higado
presentada en algunos pacientes, aunque no parece ser un efecto derivado de la inhibicién de
BACE1 directamente.

Inhibidores de y-secretasa

y-secretasa es una proteasa con una elevada heterogeneidad y complejidad. Respecto a su
sustrato, corta APP pero también otras proteinas transmembranas de tipo | en sus dominios
transmembrana (De Strooper, 2003). Otro elemento que la hace compleja, es su composicién. Las
presenilinas 1 y 2 forman el centro catalitico aunque son necesarias otras 3 proteinas accesorias
para una funcién completa que parecen estar involucradas en la maduracidon y la estabilidad del
complejo (ver apartado 1.2.2).

En humanos se han identificado hasta 6 complejos funcionales diferentes de y-secretasa (Hebert
et al., 2004), y mediante deleciones especificas de genes relacionados con las proteinas que
forman el complejo, se ha demostrado que algunos participan en la via de sefializaciéon de Notch,
llevando a un fenotipo de muerte embrionaria, dificultando la tarea de encontrar un buen
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inhibidor. De modo que la inhibicién del complejo adecuado seria una buena alternativa a una
inhibicidn inespecifica (Serneels et al., 2009).

Diversos inhibidores de y-secretasa se han probado en modelos animales. En estos estudios se ha
visto una disminucion en el depdsito de AP (Abramowski et al., 2008, Bateman et al., 2009), pero
una inhibicion inespecifica conlleva una elevada toxicidad relacionada con una inhibicién de la via
de Notch, importante durante el desarrollo. Actualmente algunos inhibidores de y-secretasa estan
siendo evaluados en ensayos clinicos. Un ejemplo es el LY450139, un inhibidor no selectivo que
estd en fase lll, mostrando hasta la fecha, una diminucidon de los niveles de AB en el LCR en
controles (Bateman et al., 2009).

Como se ha dicho anteriormente, este tipo de inhibidores pueden estar relacionados con toxicidad
debido a la heterogeneidad del complejo. Por ese motivo, se estan desarrollando compuestos que
no afecten a la via de Notch, aunque su mecanismo de accidon no esta del todo claro. Algunos
estan siendo probados en ensayos clinicos (De Strooper et al., 2010).

La inhibicion de y-secretasa también podria afectar a la produccion de metabolitos intracelulares
liberados durante el procesamiento de sus sustratos, como el péptido AICD, que participa en
eventos de sefializacién intracelular. Por este motivo, se han desarrollado compuestos capaces de
modular la actividad y-secretasa, permitiendo alterar la produccién de los péptidos de A, sin
inhibir su actividad (Kukar and Golde, 2008). La disminucién de la produccién de AB conlleva el
aumento de produccion de péptidos mads cortos, y podria ser una buena alternativa terapéutica.
Tarenflurbil es el primer modulador testado en humanos, y demostré ser seguro durante los
primeros ensayos clinicos pero una vez en fase lll, los pacientes tratados con el modulador no
mostraron mejoras cognitivas con respecto al grupo control (Green et al., 2009).

Inhibidores de a-secretasa

En condiciones fisiolégicas, APP es procesado por a-secretasa preferentemente, una actividad que
estd mediada por un conjunto de proteasas de la familia ADAM. Este procesamiento se realiza por
un punto que se encuentra dentro del dominio AB de la proteina, impidiendo asi su formacion (ver
apartado 1.2.1). Consecuentemente, un aumento de esta actividad conllevaria un efecto protector
en la EA ya que no se podria producir el péptido AB. Esto ha sido mostrado en varios estudios en
los que se obtuvo una menor actividad B-secretasa y una reduccion de la produccién de AB
(Skovronsky et al., 2000), aunque estos resultados no han podido ser replicados por otros
laboratorios (Rossner et al., 2000).

Un problema afiadido es la variedad de proteasas con actividad a-secretasa. Para conseguir un
buen resultado hace falta conocer la contribucién de cada miembro de esta familia a este proceso,
para saber cual es el objetivo principal y si existe compensacién por parte de los otros miembros
para poder establecer un buen tratamiento. Por este motivo, se han desarrollado tratamientos
que estimulan de forma indirecta la a-secretasa (revisado en (De Strooper et al., 2010)).

Inhibidores de la agregacion de A

Recientemente, formas agregadas del péptido AB llamados oligémeros han cobrado protagonismo
como los principales promotores de la toxicidad que ocurre en la enfermedad. Inhibir su capacidad
de agregacidn podria ser una buena alternativa terapéutica. Un ejemplo es el llamado Alzhemed,
también conocido como “homotaurina”, por ser una variante de este aminodcido. Su mecanismo
de accién se basa en unirse a moléculas solubles de AB para inhibir la formacion de agregados
mediante la interaccién de AP con glicosaminoglicanos enddgenos, implicados en la agregacion del
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péptido y la estabilidad de las placas (Gupta-Bansal et al., 1995). En estudios con animales, se vio
una inhibicién de la agregacion del péptido (Gervais et al., 2001, Gervais et al., 2007), asi como una
reduccion de las placas amiloides (Gervais et al., 2007). En ensayos clinicos se obtuvieron buenos
resultados en cuanto a tolerabilidad y penetracién de la BHE, pero en ensayos de fase Ill no se
obtuvieron mejoras cognitivas respecto al grupo control (Aisen et al., 2007).

Un problema generalizado en la EA, es que la mayoria de estos ensayos clinicos mencionados
anteriormente, se prueban en pacientes con EA leve a moderado. Eso significa que se aprecian
cambios cognitivos que son el resultado de dafios permanentes en poblaciones neuronales de la
corteza y el hipocampo. Estas aproximaciones anteriormente mencionadas conseguirian frenar el
avance de la enfermedad. Un buen y muy precoz diagndstico de la enfermedad permitiria aplicar
el tratamiento cuando los sintomas son casi inapreciables.

Tratamientos basados en la patologia de tau

Tal y como se ha comentado en el apartado 1.2.3, tau es una proteina que estad altamente
fosforilada en la enfermedad. Esta fosforilacion estd controlada por la accidn de diferentes cinasas
y fosfatasas, de modo que inhibir una de las cinasas, o una combinacién de ellas, seria una buena
estrategia. No obstante, no existe un consenso referente a cudl seria la mejor cinasa a inhibir.
Algunos de los candidatos son CDK5 o GSK3p (revisado en (Citron, 2010)).

1.5 Modelos experimentales de la EA

1.5.1 Invitro: Toxicidad del -amiloide en cultivo neuronal

La hipdtesis de la cascada amiloide ha sido la pieza central en la investigacién de la EA desde su
formulacién (Hardy, 2009). En esta hipodtesis se postula que son las fibras de AB, que se pueden
encontrar en las placas seniles, las responsables de la elevada muerte neuronal causante de la
demencia caracteristica de la enfermedad. Al inicio de los afios 90, se demostrd su toxicidad en
neuronas mediante soluciones que contenian péptido AP sintético (Busciglio et al., 1992, Pike et
al., 1993). Esta toxicidad requeria, ademas, una reorganizacién peptidica que solo ocurria en las
soluciones que habian estado almacenadas un tiempo, puesto que las “frescas” que solo
contenian unidades monomeéricas, eran inocuas (Loo et al., 1993, Lorenzo and Yankner, 1994). Las
formas agregadas que se encontraron eran similares a los agregados fibrilares presentes en las
placas seniles. Este hecho daba mas fundamento a la hipdtesis amiloide, pero el problema
subyacente de ésta era la falta de correlacién entre el dafio neuronal y la demencia con la
localizacién y niumero de placas presentes en los cerebros enfermos (Klein, 2002).

Esta falta de correlacién obtuvo su respuesta cuando al final de los 90, se identificaron unos
agregados solubles del péptido AB que no tenian estructura fibrilar, sino una estructura globular.
Son los llamados oligdmeros o ADDLs (del inglés Amyloid-Derived Diffusible Ligands) (Lambert et
al.,, 1998), y se identificaron en extractos de cerebro de animales transgénicos asi como en
pacientes de EA. Estos oligdmeros actuarian como neurotoxinas mucho antes de que se
desarrollaran los primeros sintomas de la enfermedad.

A nivel experimental, los primeros estudios en los que se demostré que la neurotoxicidad mediada
por AB no requeria la presencia de formas fibrilares fueron a mediados de los 90 mediante
preparaciones de ADDLs tratados con Apol, una proteina secretada por células gliales que
bloqueaba la formacion de agregados de mayor tamafio sin que eso afectara a su toxicidad, sino
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que mas bien la aumentaba. Estas preparaciones de ADDLs causaban toxicidad en concentraciones
nanomolares y relativamente rdpido, siendo las neuronas corticales diferenciadas las mas
sensibles a su toxicidad (Oda et al., 1995).

Los ADDLs también inhibian un tipo de plasticidad sindptica llamada potenciacion a largo plazo
(LTP, del inglés long term potentiation), usado para estudiar aprendizaje y memoria, reforzando en
cambio la LTD, long term depresion (Wang et al., 2002). Esta inhibicién se ha visto tanto en cortes
de cerebro como in vivo, asi como mediante el uso del estereotaxico para introducir ADDLs
directamente en las sinapsis, y participaria, a largo plazo, en la pérdida sinaptica. Los ADDLs
también inducen muerte neuronal, pero no de forma inespecifica sino de forma selectiva, siendo
las neuronas del hipocampo las mas susceptibles a estos mientras que no hay muerte en neuronas
cerebelares. Esta especificidad no se ha observado en los agregados fibrilares (Klein, 2002).

La forma de obtener estas soluciones de ADDLs sin aparicion de agregados fibrilares esta descrita
en la bibliografia a partir de péptido AP sintético y bajo condiciones especificas de tiempo y
temperatura (Klein, 2002, Stine et al., 2003). Son relativamente estables y no presentan otros tipos
de agregados de mayor tamafio, aunque la poblacién de oligdmeros es heterogénea de por si. Los
ADDLs también han sido detectados en extractos solubles de cerebros humanos. Estudios
preliminares indicaron que los oligdmeros presentes en estas muestras eran equivalentes a las
especies sintéticas utilizadas experimentalmente. El tamafio de oligdmero tipico en un cerebro de
EA es de 12-mer (Klein, 2002).

Des de la identificacién de estos oligdmeros, muchos han sido los estudios publicados con el
objetivo de identificar la existencia de posibles receptores y descubrir todos los pasos moleculares
gue unen a estos con la patologia de tau, asi como el origen de su toxicidad. Al inicio del afio 2000,
el grupo de Klein et al., ya proponia que los ADDLs debian mediar sus efectos neurotdxicos
mediante la interaccién con diferentes receptores. Algunos de estos posibles receptores que se
unen a ADDLs son p140, p260, que no estan en el cerebelo (Klein, 2002), y PrP¢ (Lauren et al.,
2009). El uso de preparaciones sintéticas de ADDLs, validadas en cuanto a semejanza con los
oligébmeros encontrados en cerebros de pacientes, son un buen modelo para el estudio de los
eventos moleculares que dan lugar a la patofisiologia caracteristica de la enfermedad.

Varios estudios demuestran que los ADDLs tienen un impacto en vias de sefializacion relacionadas
con fyn, una proteina tirosina cinasa de la familia Src, importante en procesos de memoria y
sinapsis., aunque También es importante para la EA, puesto que se ha visto una sobreexpresién de
fyn en neuronas que contienen ovillos neurofibrilares (Shirazi and Wood, 1993). La activacion de
fyn también puede estimular la fosforilacion de tau mediada por GSK3B. Fyn también actuaria
corriente arriba en cascadas de sefializacidon que dan lugar a especies reactivas de oxigeno (ROS), y
los ADDLs intervienen en la formacién de ROS en lineas neuronales (Longo et al., 2000). Ademas,
las preparaciones de amiloide que estimulan la fosforilacién de tau, también activan fyn. En
cultivos procedentes de ratones KO para fyn, los ADDLs no inducen muerte. fyn se encuentra
normalmente en la densidad postsinaptica asociada a PSD-95 (Lambert et al., 1998).

Muchos estudios han utilizado, entonces, tanto péptidos sintéticos de AR (Wang et al., 2004) como
aislados de lineas celulares transfectadas (Walsh and Selkoe, 2007), o purificados de cerebros de
pacientes de EA (Shankar et al., 2008), para estimular diferentes modelos y lineas celulares y crear
asi un modelo in vitro. Sin embargo, estos modelos in vitro muestran varias limitaciones, ya que los
diferentes grupos han descrito una gran diversidad de resultados, y los oligdmeros de AB de
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diferentes fuentes pueden no comportarse de igual modo. Una alternativa o un complemento
necesario es el uso de modelos animales.

1.5.2 Invivo: Modelos animales.

Los cultivos in vitro proporcionan un buen modelo para el estudio de los cambios moleculares
acontecidos en las neuronas tras el tratamiento con oligdmeros de AR, pero para el estudio del
impacto que estos tienen en el cerebro es necesario utilizar un modelo mas complejo y préximo a
la situacién real. En ese sentido, los modelos animales proporcionan una buena simulacidon de
ciertos parametros detectables en la enfermedad, tanto a nivel molecular como a nivel cognitivo y
de comportamiento, obteniendo una visién mas global y conjunta de todo el proceso.

El ratén, Mus musculus, fue uno de los primeros organismos en los que la tecnologia de crear
animales transgénicos estuvo disponible. Ofrece un gran nimero de ventajas en la investigacion
puesto que son pequenos y faciles de manejar, tienen una progenie abundante, la gestacién es
muy corta (19 dias), y su genoma ha sido completamente mapado. Ademas, presenta una alta
homologia con el genoma humano, lo que lo convierte en un perfecto candidato para el estudio de
enfermedades humanas (Waterston et al., 2002).

Sin embargo, los ratones no son los Unicos modelos utilizados. En los ultimos 15 afios, los
invertebrados han ido ganando terreno en la modelizaciéon de enfermedades neurodegenerativas
humanas. Algunos de los modelos mas utilizados han sido Drosophila melanogaster, vy
Caenorhabditis elegans (Lu and Vogel, 2009, Dimitriadi and Hart, 2010, Wentzell and Kretzschmar,
2010). Estos modelos aportan diversas ventajas respecto a otros como los ratones, como es la
facilidad y bajo coste de mantenimiento que implican, la elevada descendencia y su corto periodo
de vida, especialmente importante en enfermedades relacionadas con la edad.

A continuacidn se describiran en detalle estos modelos, especialmente el ratén por ser el utilizado
en nuestro grupo de investigacion.

El ratén como modelo experimental de la EA

Las mutaciones genéticas juegan un papel importante en la aparicidon de la EA, y la estrategia de
generar animales transgénicos o knockout que reproduzcan las mutaciones conocidas nos
proporcionan una herramienta bdsica para su estudio. Actualmente, existe una gran variedad de
modelos de ratdn para su uso en la investigacion de la EA basados en las formas hereditarias de
esta. Concretamente, mutaciones en los genes que codifican para las proteinas APP, PSEN1 vy
PSEN2 que causan la aparicidn de la EA autosémica dominante, la cual mantiene una alta similitud
con los casos esporadicos, han servido de base para desarrollar la mayoria de modelos de la
enfermedad (Hall and Roberson, 2012). Respecto al gen APP, algunas de estas mutaciones, ya
mencionadas en el apartado 1.1.5 son la Swedish, London, Dutch, y Artic. En cambio, para las
presenilinas, las mutaciones en PSEN1 son mas utilizadas en la generacién de modelos debido a
gue son también mas severas y comunes.

Ademads de las mutaciones anteriores, un incremento en el nimero de copias del gen APP puede
causar EA. La duplicacién del gen ha resultado en aparicion temprana de la enfermedad en varias
familias (Cabrejo et al., 2006). Este también es el caso de pacientes con SD o trisomia del
cromosoma 21, que tienen, la mayoria de ellos, 3 copias del gen APP. Eso indica que otro modelo
se puede obtener sobreexpresando esta proteina sin depender de las mutaciones genéticas. Con
este pretexto se realizaron los primeros modelos de EA, sobreexpresando la secuencia humana

32




INTRODUCCION | LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

completa de APP (Buxbaum et al., 1993) o el fragmento AB (Wirak et al., 1991), pero aunque habia
una buena expresion de la proteina en el cerebro de los animales, no mostraban depdsito de AB.

A pesar de la gran cantidad de trabajos realizados con este modelo, cabe destacar que ninguno de
ellos muestra todos los rasgos distintivos de la EA (Chen, 2013). Por ejemplo, ninguno de los
modelos utilizados hoy por hoy, muestra una excesiva pérdida neuronal como ocurre en pacientes,
probablemente porque el tiempo de desarrollo de la enfermedad es muy inferior. La mayoria de
los modelos muestran un deterioro cognitivo y placas amiloides, mientras que los ovillos de tau
solo suelen aparecer cuando se expresa la proteina tau humana (Hall and Roberson, 2012).
Entonces, los modelos pueden ser utiles para desentrafiar los mecanismos moleculares que
participan antes y durante el desarrollo de la enfermedad pero es un hecho a tener en cuenta
cuando se realizan estudios de fdrmacos en fases preclinicas.

Usando otro tipo de modificacidon genética, la supresidon de genes que codifican para proteinas
relacionadas con la patogénesis, ha ayudado a estudiar los efectos que pueden tener algunos
tratamientos utilizados en la EA que consisten en la inhibicién de estas proteinas. Es el caso de los
animales KO. Existen modelos KO para proteinas como APP, BACE, PSEN1, PSEN2, ADAM10, tau
(Luo et al., 1992, Shen et al., 1997, Herreman et al., 1999).

A modo de resumen, podemos clasificar los diferentes modelos de raton experimentales de la EA
segln la estrategia que se ha seguido para crearlos (revisado en Saraceno et al 2013):

Expresion de APP humana (hAPP). en general este tipo de modelos desarrollan una patologia
amiloide y presentan déficits de memoria, aunque no una pérdida significativa de neuronas. Las
diferencias entre los distintos modelos se basan en el promotor elegido para sobreexpresar APP
(como Thyl o PrP), la isoforma de la proteina a expresar (APP695, APP51, APP770) y las
mutaciones que presentard, siendo la mutacion Swedish la mas comun, asi como el fondo génico
del animal (C57BL/6 0 129 son los mas utilizados).

v PDAPP: desarrollado en 1995 por el laboratorio de F. Gillespi (Games et al., 1995), fue el primer
ratdn transgénico capaz de desarrollar un fenotipo robusto relacionado con la EA.
Sobreexpresa la proteina APP humana con la mutacién Indiana bajo el control del promotor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B, del inglés platelet derived growth factor-
B) haciendo que su expresidon esté confinada preferentemente a neuronas de la corteza,
hipocampo, hipotdlamo, y cerebelo. Como caracteristicas neuropatolégicas mostraba el
depdsito de AP en placas difusas y neuriticas, CAA, astrocitosis, microgliosis, atrofia del
hipocampo, alteraciones sinapticas y de comportamiento (Dodart et al., 1999).

v' Tg2576: en 1996, una segunda linea fue creada (Hsiao et al., 1996). Este modelo sobreexpresa
la isoforma APP695 que contiene la mutacion Swedish, bajo el promotor de PrP de hamster, y
presenta un fondo génico mixto B6;SIL. A los 11-13 meses presenta un incremento de los
niveles de AB,, asociado al desarrollo de placas en la corteza, hipocampo, corteza entorrinal,
presubiculo, subiculo y cerebelo (Hsiao et al, 1996). No hay evidencias de ovillos
neurofibrilares. A los 9-10 meses de edad presenta déficits de memoria que correlacionan con
la formacidn de las placas y con cambios en la plasticidad sinaptica (Chapman et al., 1999).

v' APP23: expresa la isoforma APP751 y contiene la mutacién Swedish bajo el promotor Thy1.2.
Se observan depésitos de AB a los 6 meses de edad (Sturchler-Pierrat et al., 1997), y presenta
CAA (Winkler et al., 2002), con placas que incrementan en nimero y tamafio con la edad. Se
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detectan déficits de memoria espacial a los 3 y 6 meses de edad sin mostrar placas (Van Dam et
al., 2003).

v 120: expresa hAPP, concretamente la isoforma APP770 con las mutaciones Swedish y Indiana
(V717F) bajo el promotor PDGF-B. Muestran un aumento del depdsito de AP en el hipocampo
entre las 6 y las 36 semanas, y desarrollan las placas a los 5-7 meses de edad (Mucke et al.,
2000). Los defectos de memoria y aprendizaje dependen de la edad y aparecen a los 4 meses
(Wright et al., 2013).

Dobles transgénicos (hAPP/presenilina): respecto a las presenilinas, la mayoria de modelos se
basan en mutaciones en el gen de la PSENI. Estas son las mutaciones mayoritarias respecto a
PSEN2 y son, ademas, mas severas. Se pueden encontrar de forma individual, o en combinacién
con otras mutaciones en estos genes (Hall and Roberson, 2012). Por otra parte, la expresion de
hAPP parece ser necesaria para que los ratones desarrollen la enfermedad, debido a las
diferencias en la secuencia entre las proteinas APP humana y la de ratdén, las cuales estdn
localizadas en la regidon AB. Las lineas mads utilizadas hoy en dia se obtuvieron co-inyectando los
tansgenes correspondientes a hAPP y presenilina para que fueran como un Unico transgen, o bien
cruzando dos lineas con una mutaciéon cada una.

Algunos ejemplos de este tipo de lineas son:

v" APP,,./PSEN1AES: creado por el laboratorio de Borchelt D, combina la sobreexpresién de hAPP
con la mutacién Swedish, y PSEN1 con una delecion en el exdn 9, bajo el promotor de PrP. Estos
ratones desarrollan placas amiloides y sintomas de deterioro cognitivo sobre los 4-6 meses de
edad, con un abundante nimero de placas a los 9 meses, que va incrementando hasta los 12
(Jankowsky et al., 2001, Jankowsky et al., 2004, Garcia-Alloza et al., 2006).

v 5XFAD: creado por la combinacién de 5 mutaciones relacionadas con la EA en dos transgenes,
hAPP con las mutaciones Swedish, Florida, y London, y otras dos en PSEN1, la M146L y la L286V,
bajo el promotor Thyl. Este modelo expresa una elevada cantidad de AP42 que empieza a
acumularse entre los primeros dos meses, y se esparcen por todo el hipocampo y la corteza
sobre los 6 meses de edad. A los 4 meses de edad, se puede observar degeneracién sindptica
asi como pérdida neuronal y déficits de memoria espacial (Oakley et al., 2006). No presenta
ovillos neurofibrilares y la LTP presenta un deterioro a los 6 meses de edad (Kimura and Ohno,
20009).

v 2xKl: es un ratén doble knock-in que expresa la mutacién Swedish, y una secuencia humanizada
de AB, mientras que en el caso de las presenilinas presentan la mutacién P264L asociada a EA
familiar. Una de las ventajas que presenta este ratdn es que no sobreexpresa APP, pero por el
contrario, no se obtienen controles de la misma camada por el mantenimiento de los ratones
en homocigosis (Hall and Roberson, 2012).

Modelos de la fisiopatologia mediada por tau: Las lineas anteriormente mencionadas son un buen
modelo de la patologia AP, pero no de la de tau. Para intentar reproducir esta parte de la
enfermedad, se han desarrollado modelos que expresan tau humana con mutaciones que causan
demencia frontotemporal (DFT, o FTD del inglés frontotemporal dementia), pero se desconoce si
estas estan involucradas con la fisiopatologia de la EA. En consecuencia, modelos que Unicamente
estén basados en estas mutaciones se consideran modelos de DFT, por lo que se han desarrollado
modelos doble transgénicos con mutaciones en APP y en el gen que codifica para tau para la
experimentacién con EA. Algunos ejemplos son:
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v" TAPP: producido a partir del cruce entre las lineas Tg2576 y la JNPL3 que expresa tau humana
(htau) con la mutacidon P301L bajo el promotor de PrP de ratdn. Esta mutacién es la mas
comunmente asociada a la DFT y favorece la agregacion de tau (Hall and Roberson, 2012).
Aunque el depdsito de AP es similar al de la linea Tg2576, la patologia asociada a tau es mas
severa, poniendo de manifiesto el papel que tiene AB en la enfermedad. La utilidad de este
modelo es limitada por la presencia de déficits motores significativos que provienen de la linea
JNPL3, y confunden los resultados de algunos tests de memoria y aprendizaje debido a que
estos requieren un buen funcionamiento de estas habilidades.

v 3xTg: resultado de combinar tres transgenes: hAPP con la mutacién Swedish KM670/671NL,
PSEN1 con la mutacion M146V y htau con la mutacién P301L, en el mismo fondo génico que el
ratén mutante para PS1, B6;129, bajo el promotor Thyl.2. Este modelo desarrolla placas antes
que aparezcan ovillos, ya que parece ser que las dos patologias se desarrollan
independientemente (Hall and Roberson, 2012).

v’ Htau wild type: una alternativa al uso de htau mutada, es la sobreexpresion de htau, proteina
gue no presenta ninguna mutacién. A diferencia de las lineas murinas anteriormente
mencionadas, la presencia de htau sin mutaciones produce una aparicion temprana de
disfuncién neuronal, aunque no presenten un elevado grado de agregacion de tau. Un ejemplo
de este tipo de modelos es el que expresa las 6 isoformas de tau presentes en la EA bajo el
promotor de tau y en un fondo KO para tau.

Expresion de ApoE: existen modelos de tipo knock-in (KI) que expresan el alelo €3 o el €4. Cuando
estos ultimos se han cruzado con ratones transgénicos para APP, presentan mayor niumero de
placas que los que expresan el €3.

Otros modelos: vertebrados

El ratdn, a pesar de ser el mas comun, no es el Unico roedor utilizado. Existen modelos de rata,
como la linea llamada McGill-R-Thy1-APP, con la proteina APP humana y las mutaciones Swedish e
Indiana, bajo el promotor Thyl.2. Presenta acumulacidn intraneuronal de AP en corteza e
hipocampo, y depdsitos evidentes a los 6 meses, asociados a activacion glial y neuritas distréficas.
A edades mas adultas presenta un dafio cognitivo espacial a los 13 meses de edad (Leon, 2010).

El rapido desarrollo y corta vida del pez cebra o zebrafish en inglés (Danio rerio), hacen de este
organismo un prometedor modelo para el estudio de varios desérdenes del SNC como la EA. El
desarrollo de su sistema nervioso estd muy bien caracterizado, y su relativamente facil
manipulaciéon y bajo coste de mantenimiento con respecto a los roedores, hacen de este
organismo un modelo muy atractivo. Respecto a los invertebrados, el pez cebra estd mas cerca de
los humanos evolutivamente, compartiendo una homologia de entre el 50% y el 80% con muchas
secuencias humanas. También muestran un comportamiento de mayor orden como memoria,
respuestas condicionadas o comportamientos sociales. Genéticamente, presentan dos ortélogos
de APP, appa y appb, que se expresan con un patrén similar, y con un 70% de homologia con la
isoforma APP695 y un 80% con la region AP. Respecto a las presenilinas, se han identificado dos
ortélogos, uno de PSEN1, psenl, y otro de PSEN2, psen2. Otros ortélogos encontrados son los de
las cinasas implicadas en la fosforilacién de tau, o el ApoE (revisado en (Saraceno et al., 2013)).

Otros modelos: invertebrados

La mayoria de los genes ligados a la EA pertenecen a vias conservadas evolutivamente ya que se
pueden encontrar en muchos organismos, abriendo asi un gran abanico de posibilidades de
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manipulacion tanto genética como farmacoldgica para conocer mejor sus funciones biolégicas y
las de sus ortdlogos in vivo. Estas manipulaciones genéticas se realizan de forma mas rapida en
organismos como moscas 0 gusanos y pueden generar una gran cantidad de informacion obtenida
in vivo que se puede extrapolar a los mamiferos. Ademas son mds baratos de mantener, mds
faciles de manipular y estdn muy bien caracterizados genéticamente. La mayoria de proteinas
asociadas con la EA estan evolutivamente conservadas en ambos organismos, siendo ideales para
el estudio de funciones también conservadas en estos genes.

En la EA, el uso de estos modelos se basa en dos métodos diferentes: la manipulacion genética de
los genes ortélogos implicados en la enfermedad, o la expresion de proteinas humanas
relacionadas con la enfermedad en los modelos. Dos de estos organismos son:

v’ Caenorhabditis elegans: este nematodo tiene un tiempo de generacién de unos 3 dias y un
tiempo de vida de unas 3 semanas. Su sistema nervioso estd formado por 302 neuronas
(Brenner, 1974). Gracias a su cuerpo transparente, las células y proteinas marcadas mediante
fluorescencia son muy faciles de ver. Este organismo nos proporciona un modelo simple y util
para el estudio de la sobreexpresién de proteinas y péptidos que tienen tendencia a desarrollar
un mal plegamiento. También es un buen sistema para identificar compuestos que actuen
contra estos péptidos, puesto que es un sistema simple sin el componente variable del
comportamiento. Su rapido ciclo de vida y su bien caracterizada genética, lo convierten en una
herramienta con un gran coste-beneficio con respecto a sistemas vertebrados. En relacion a la
EA, el ortdlogo de APP es Apl-1, esencial para su viabilidad, y se expresa en varios tejidos,
aunque no produce ningun péptido AB por la ausencia de ortélogos de B-secretasa. Si existen 2
ortélogos de o-secretasa, sup-17 y adm-4, ortdlogos de ADAMI10 y ADAMI17/TACE,
respectivamente, o de cada uno de los miembros que forman el complejo y-secretasa, asi como
de tau. Es una herramienta muy versatil que permite la expresion de genes humanos y su
estudio (revisado en (Chen, 2013)).

v’ Drosophila melanogaster: el corto tiempo de desarrollo, 10 dias, y su corta vida, 60-80 dias,
hacen de la mosca un buen modelo para el estudio de enfermedades neurodegenerativas. Es
mas complejo que el anterior ya que su cerebro contiene unas 200.000 neuronas (Zars et al.,
2000). Otro aspecto atractivo de este modelo es el hecho de que casi un 70% de los genes
conocidos causantes de alguna enfermedad, estdn conservados en moscas, incluidos los
implicados en EA. El ortélogo de APP es Appl, y se expresa principalmente en la regidn cortical
de su sistema nervioso. Hay una conservacién funcional entre las proteinas de mosca vy
humano, ya que los efectos producidos por la ausencia de Appl son rescatados por la expresion
de la proteina APP humana. En moscas también existe un ortélogo de a-secretasa codificado
por el gen kuzbanian, y recientemente se ha identificado un ortdlogo de B-secretasa, capaz de
cortar Appl, generando un péptido AP con propiedades neurotdxicas similares al péptido
humano. De la misma forma que en gusanos, en moscas también encontramos ortélogos de y-
secretasa. Existen herramientas que permiten reproducir las caracteristicas neuropatoldgicas
de la EA, como las placas o los ovillos y los defectos de memoria. La mayoria de modelos de EA
se basan en la expresion de APP o AB, ya que aunque Drosophila expresa un ortélogo de APP,
no contiene ningln péptido AB (revisado en (Chen, 2013, Saraceno et al., 2013)).

1.5.3 El modelo APP/PS1 en detalle

Muchos modelos doble-transgénicos fueron creados por aparear dos lineas transgénicas para un
solo gen cada una, pero esta estrategia conlleva un gasto importante de tiempo y espacio. Una
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alternativa posible seria la co-inyeccidon de dos vectores para introducir dos genes modificados
genéticamente en un mismo organismo, cada vector con su promotor propio. En general, los dos
transgenes se integran en la misma localizacién dentro del cromosoma y co-segregan,
aumentando asi la probabilidad de obtener descendencia que sea doble-transgénica. La segunda
aproximacién para crear este tipo de modelos es construir un vector que contenga los dos genes
gue se quieren introducir, bajo el control de un mismo promotor. Estos dos elementos estdn
separados por una secuencia llamada IRES (internal ribosome entry site), que facilita la traduccion
de este tipo de construcciones. Este método es muy utilizado para expresar genes reporteros junto
con el gen de interés, para poder llevar a cabo un seguimiento facil y rapido del gen insertado
(Jankowsky et al., 2001).

El laboratorio del doctor D.R. Borchelt, en Estados Unidos, realizé una prueba usando las dos
aproximaciones anteriores para crear un raton doble-transgénico que modelara la enfermedad de
Alzheimer, eligiendo la co-inyeccion como mejor método, ya que se obtenia una mayor expresion
proteica, obteniendo asi el modelo APP,./PSEN1AE9 (Jankowsky et al., 2001).

Este modelo APP/PS1, utilizado en esta tesis, consiste en un modelo doble-transgénico que
expresa un gen humanizado del gen que codifica para la APP de ratén, modificando 3 aminoacidos
de su estructura, y que ademas contiene la mutacién Swedish, y la proteina presenilina 1 humana
con una delecidon en el exdn 9 asociada a la EA familiar, ambas bajo el control del promotor de PrP
de ratén. Se puede observar una elevada produccion del péptido AB por la mutacidon Swedish que
favorece el procesamiento de la proteina APP por la via de la B-secretasa, y que se puede detectar
usando anticuerpos especificos para la secuencia humana. Ambas proteinas se pueden detectar en
homogenados de cerebro entero (Jankowsky et al., 2001).

Genéticamente se obtuvo co-inyectando 2 construcciones genéticas en un pronucleo B6C3HF2
como fondo génico, y se insertaron en un mismo locus. Una vez obtenida la descendencia, estos
animales de retrocruzaron a un fondo C57BL/6J, por su mayor resistencia a la excitotoxicidad
(Saraceno et al., 2013). Los dos plasmidos de expresidn fueron disefiados para ser controlados por
un promotor independiente cada uno, aunque en ambos casos es el promotor de PrP de ratdn,
dirigiendo asi la expresion de ambos predominantemente en el cerebro (Jankowsky et al., 2001).

Fenotipo
Este modelo presenta un conjunto de caracteristicas que permiten reproducir ciertos aspectos de
la enfermedad (informacidn obtenida de la web de Jackson Laboratory):

v A nivel de produccidn de AB, las mutaciones presentes en PSENI1 causan un cambio en el ratio
AB.,/AB4g a favor de AB4,. Empiezan a desarrollar depdsitos de AB a los 6 meses de edad, que
conlleva una ralentizacién del aprendizaje visuoespacial, mostrando a los 9 meses de edad
abundantes placas en el hipocampo vy la corteza (Jankowsky et al., 2004). El nimero de placas
sigue aumentando hasta los 12 meses (Jankowsky et al., 2004, Garcia-Alloza et al., 2006). El tipo
de placas que se encuentran en estos animales son las placas densas. Las placas difusas sin un
centro denso y que no reaccionan a tinciones como el Congo red, no aparecen en este modelo
(Jankowsky et al., 2004). También presenta placas asociadas a vasos sanguineos a los 6 meses
de edad, relacionados con la CAA, de progresién lenta (Garcia-Alloza et al., 2006) .

v Respecto a la aparicidon de ovillos neurofibrilares en este modelo no se han detectado, aunque
si presenta un incremento de tau fosforilada relacionado con la edad (Vergara et al., 2014). El
grupo de D.R. Howlett hizo un estudio con otro modelo similar basado en la mutacién Swedish
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de APP y la mutacidn M146L en el gen PSEN1, y mostrd que la aparicién de placas empieza a las
8 semanas, mientras que la aparicién de tau hiperfosforilada se produce a las 24 semanas. (Kurt
et al., 2003).

v’ Presenta astrocitosis que aumenta en paralelo con el depdsito de placas, con una gliosis severa
gue empieza sobre los 6 meses, especialmente alrededor de las placas. El nimero de células
positivas para GFAP (glial fibrillary acidic protein) incrementa progresivamente hasta los 15
meses (Kamphuis 2012).

v El comportamiento de estos animales también estd bien caracterizado. Muestran dafio en la
memoria espacial sobre los 12 meses de edad, segun el test Morris water maze (Lalonde 2005).

v" También se ha detectado una elevada incidencia de ataques epilépticos o seizures en inglés.
Estos empiezan entre los 4 y los 5 meses de edad en un 65% de los ratones transgénicos, y solo
son letales en un 5% de los casos (Minkeviciene 2009).

v A nivel cognitivo, muestra déficits en la plasticidad sindptica, concretamente se ha observado a
los tres meses déficit en la LTP, aunque el grado de dafio no esta relacionado con la edad de los
3 alos 12 meses (Volianskis 2008).

v’ Este modelo presenta una muerte prematura, que aparece a los 12 meses de edad
aproximadamente.

v" No muestran dafios en el sistema olfativo.
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2. La proteina priodnica celular

2.1 Caracteristicas generales
2.1.1 Estructura molecular y patréon de expresion

El geny las caracteristicas estructurales de la proteina

La proteina pridnica celular (PrP%) es una glicoproteina de 253 aminoacidos, en humanos, con un
peso molecular de 32 - 35 kDa, anclada a la membrana celular por un dominio glicosil fosfatidil
inositol (GPI), y altamente conservada filogenéticamente. Fue descubierta cuando se estaba
caracterizando el agente causante de una prionopatia presente en ovejas, la scrapie (ver apartado
2.2.1 para mas detalles).

El gen que codifica para PrPS, PRNP, esta localizado en la regién p12/p13 del cromosoma 20 en
humano, y en el cromosoma 2 en ratén. Este gen tiene una longitud de 20 kb y estd compuesto
por 2 exones en humanos, o por 3 exones en rata o ratén (Gambetti et al., 2003). Ademas, se han
identificado genes paralogos en gallinas, anfibios, reptiles y peces.

Estudios genéticos realizados con humanos han revelado la existencia de genes homdlogos a
PRNP. Dos de ellos, PRND y PRNT, estan localizados en el mismo cromosoma, concretamente en
una regién de 55kb, que se ha denominado el locus de PrP (Mehrpour and Codogno, 2010).

PRND codifica para una proteina de 179 aminoacidos llamada “DOPPEL”, y contiene también, igual
que PRNP, 2 exones. Esta proteina, similar a PrP en términos de estructura y topologia, mantiene
una homologia del 25% en la secuencia de aminodacidos con la regidn globular de PrP, ya que no
contiene los OR, y se expresa en varios tejidos durante el desarrollo embrionario, especialmente
en los testiculos (Westaway et al., 2011). A nivel fenotipico, su sobreexpresién causa ataxia y
degeneracion del cerebelo, y fueron descritos en una cepa de ratén knockout para PrP¢ conocida
como Nagasaki (Moore et al., 1999). En el apartado 2.1.2 se describird esta cepa mas en detalle.

PRNT, identificado recientemente en humanos, codifica para 3 posibles mensajeros o mRNA por
splicing alternativo, y se expresa exclusivamente en el testiculo adulto. Se cree que este gen no
codifica para ninguna proteina (Mehrpour and Codogno, 2010).

El cuarto gen que presenta homologia con PRNP es SPRN, que se encuentra en los cromosomas 7 y
10, en ratén y humano respectivamente, y codifica para la proteina “SHADOO” (Daude and
Westaway, 2011). A diferencia de DOPPEL, SHADOO parece tener un patron de expresion
restringido al cerebro. Presenta cierta homologia con PrP® y con su patrén de expresién, hecho
que hace pensar en un mecanismo compensatorio por parte de esta proteina ante la falta de PrP¢
(revisado en (Mehrpour and Codogno, 2010)).

La estructura tridimensional de PrP® fue determinada mediante resonancia magnética nuclear
(RMN) (Zahn et al., 2000). Tal y como se puede ver en la figura 14, estructuralmente la proteina se
puede dividir en un dominio N-terminal largo y flexible de unos 100 aminoacidos, sin estructura
secundaria y en un dominio C-terminal mas estructurado y globular de otros 100 aminodcidos
aproximadamente (figura 14). La regién N-terminal puede subdividirse en: un péptido sefial que
corresponde a los primeros 22 aminodacidos de la secuencia (residuos 1-22), 4 o 5 regiones en las
gue se repite una secuencia de 8 aminoacidos (PHGGGWGQ) llamados octarepeats (OR) (residuos
51-91), un dominio central (CD) formado por una regidn rica en residuos cargados positivamente
(CC) y por una region hidrofébica (HD) con los residuos 106-126 altamente conservados, 3
secuencias peptidicas formando 3 hélices alfa (a1, a2, a3), dos secuencias peptidicas formando
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una estructura de hélice beta, y un péptido sefial (residuos 231-253) que se elimina para poder
incorporar el dominio GPI de anclaje a la membrana (revisado en (Watts and Westaway, 2007,
Linden et al., 2008, Mehrpour and Codogno, 2010, Biasini et al., 2012)).

La region que corresponde a los residuos 23-31 en ratones, tiene un papel conocido en el tréafico
endocitico de la proteina y en su localizacidén en las balsas lipidicas, y es esencial para la proteccién
que ejerce frente a la degeneracion causada por DOPPEL en neuronas granulares del cerebelo
(NGC, o CGN del inglés cerebelar granule neurons). Otros estudios sugieren que los residuos 23 al
32 son importantes para las funciones de neuroproteccién de PrPS, ya que las deleciones en los
residuos 32-121 o 32-134, conjuntamente denominadas PrPAN, causan neurodegeneracién
progresiva en ratones que no tienen PrP¢ enddgena, y la delecin de los residuos 23 al 88 impide
que PrP¢ rescate la toxicidad mediada por Doppel. Parece ser, entonces, que la localizacién celular
de PrP¢ es importante en sus funciones de neuroproteccién (Mehrpour and Codogno, 2010).
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Figura 14. Estructura de la proteina PrP". En gris vemos los octarepeats, donde se unen los iones de cobre; a
continuacion vienen la zona de cargas positivas y la zona hidrofébica; en gris claro vemos las laminas-B, y en verde las
hélices-a. Tomado de Mehrpour, 2010.

Respecto a la region central (CD), la region hidrofdbica estd implicada en la regulacion del reticulo
endoplasmatico (RE), y su ausencia estd relacionada con degeneracidn celular. Concretamente,
esta regiéon promueve la dimerizacién de PrPS, incrementando la actividad protectora al estrés de
la proteina. En enfermedades como las prionopatias, donde encontramos una forma mal plegada
de la proteina llamada PrP*, la supervivencia celular se ve afectada por el bloqueo de la formacién
de estos dimeros (Nicolas et al., 2009).

Los OR también han sido ampliamente estudiados, viéndose que al ser una zona de unién a cobre,
juegan un papel fundamental frente a algunas funciones descritas para la proteina (ver apartado
2.1.2). Esta region también se ha visto implicada en el control de la autofagia en neuronas
(Mehrpour and Codogno, 2010).

PrP® ha sido ampliamente estudiada por su implicacion en las enfermedades pridnicas (ver
apartado 2.2) otorgando a los codones localizados entre los residuos 90 y 130 un papel clave en la
transmisibilidad de los priones (Nicolas et al., 2009), aunque el anclaje tipo GPI también se cree
que es un factor clave en estas enfermedades. Estos estudios demuestran que PrP¢ es
indispensable para las prionopatias, y la interaccidon de esta proteina con la membrana plasmatica
contribuye a la neurodegeneracion.

Biologia celular de PrP¢
La biogénesis de PrP° se caracteriza por un conjunto de modificaciones post-traduccionales que
implican: i) la eliminacidn del péptido sefal que se encuentra entre los primeros 22 aminoacidos,
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para guiar la proteina al RE, ii) la unién de dos cadenas de oligosacaridos (Lawson et al., 2005), iii)
formacion de puentes disulfuro y iv) adicion del dominio GPI. Tras la sintesis de PrP¢ en los
ribosomas, la proteina se transporta al RE, desde donde es dirigida al aparato de Golgi, y
posteriormente a la superficie celular. Alli es ubicada en unos dominios conocidos como balsas
lipidicas (Mehrpour and Codogno, 2010) (ver figura 15).

En el RE, tanto el péptido sefal de la region N-terminal (residuos 1-22), como el del extremo C-
terminal, (residuos 231-253), se escinden de la proteina para su posterior unién del dominio GPI
en la parte C-terminal (Stahl et al., 1987). A continuacion, dos cadenas de oligosacdaridos se unen a
los residuos Asn181 y Asn197 (Haraguchi et al., 1989), y se forma un puente disulfuro entre las
cisteinas 179 y 214 (Rudd et al., 2002). En el Golgi, estas cadenas de oligosacaridos se modifican
mediante la adicién de acido salico. Seguidamente, PrP¢ es hidroxilada en la posicién prolina 44 de
forma especifica al tipo celular, que cambia la estructura de su dominio N-terminal, importante
para su trafico subcelular (Gill et al., 2000).

Glicosilacion:

PrP¢ contiene 2 sitios de glicosilacién, y se puede encontrar en tres estados de glicosilacion
diferenciales: no glicosilada, monoglicosilada o diglicosilada, que se reflejan en un patrén
caracteristico de migracién en técnicas de separacién de proteinas por peso molecular como la
electroforesis-western blot. La importancia de este proceso para el papel fisioldgico de la proteina
no esta del todo clara, a pesar de que estos puntos de glicosilacién estdn ampliamente
conservados entre mamiferos, pero si que afecta a su trafico intracelular y a la unién de ligandos
(Paulson, 1989, Lis and Sharon, 1993, Lawson et al., 2005).

Estudios in vitro han demostrado que la inhibicién de la glicosilacion de PrP® promueve la
formacion de moléculas similares a PrP* (Nicolas et al., 2009).

Procesamiento proteolitico:

Como otras proteinas de membrana, PrP® puede ser procesada mediante dos vias proteoliticas. La
via normal constitutiva, también llamada a-cleavage (Mange et al., 2004), ocurre en el cerebro,
aunque también se ha visto en cultivos, entre los residuos histidina 110 y metionina 111, dando
lugar a la formacion de un péptido N-terminal de 9 kDa, soluble, y a un fragmento C-terminal de
17kDa que sigue unido a la membrana por su dominio GPI (Shyng et al., 1993, Jimenez-Huete et
al., 1998). Esta via es llevada a cabo por 2 miembros de la familia ADAM, ADAM10 y ADAM17
(Vincent et al., 2001), y esta estimulada por agonistas de la via de la PKC (Chen et al., 1995, Vincent
et al., 2000).

PrP® también puede ser procesada dentro o en las regiones colindantes a los OR, generando asi un
fragmento C-terminal llamado C2, de 19 kDa, unido a la membrana por el dominio GPI, y un
fragmento N-terminal llamado N2 (Taraboulos et al., 1992, Jimenez-Huete et al., 1998). Este
proceso es mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species).

Endocitosis e internalizacion

PrP¢ puede ser internalizado constitutivamente de la membrana plasmatica. La ruta y el
mecanismo con el que PrP¢ es internalizado estan aun bajo debate ya que puede estar mediada
por via dependientes de caveolas o dependientes de clatrina (Johannes and Lamaze, 2002, Peters
et al., 2003).

En la membrana celular, esta proteina se encuentra localizada en las balsas lipidicas, y es necesario
que la proteina se mueva fuera de estos dominios para una correcta internalizacion. Este
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movimiento ocurre después de la unidn de cobre a los OR, pero también puede ser mediada por
Zinc (Perera and Hooper, 2001, Hooper et al.,, 2008b). Se ha visto que concentraciones
micromolares de cobre estimulan la endocitosis de PrP® de la superficie celular por una via
dependiente de clatrina (Westergard et al., 2007), que requiere una unién a cobre y la salida de
PrP¢ de las balsas lipidicas.

Ademas, la carencia de dominio citoplasmatico de esta proteina hace patente la necesidad de
unirse a otras proteinas de membrana para que pueda internalizarse. Algunas de estas proteinas
son el receptor de laminina o el receptor de la lipoproteina de baja densidad (LRP1) (Gauczynski et
al., 2001).
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Figura 15. Procesamiento de la proteina PrPC. Una vez la proteina se sintetiza en el reticulo endoplasmatico, es llevada
al aparato de Golgi donde se somete a una serie de modificaciones post-traduccionales, entre las que se encuentra la
union del dominio GPI para su posterior anclaje a la membrana. Una vez en la superficie, se internaliza al sistema de
vesiculas endociticas por vias dependientes y/o independientes de clatrina, para que pueda ser reciclada o degradada.
Adaptado de Malluci G., 2005.

Topologia

Después de su translocacion al RE, PrP® puede adoptar topologias distintas segun su localizacion

Ntm

celular. Existen 2 formas transmembrana con topologias opuestas (" PrP, donde el N-terminal

Ctm

estd en el lumen del RE, o ~"'PrP, donde el C-terminal esta en el lumen del RE), en funcién de la

orientacidon de sus secuencias con respecto al lumen del RE (Hegde et al., 1998, Harris, 2003).

“mprp, gue corresponde a un

Aunque el papel de estas topologias es desconocido, la topologia
35% del total de moléculas presentes de PrP® (Roucou et al., 2004), estd asociada a procesos

patologicos mas que a procesos neuroprotectores (Hegde et al.,, 1998, Hegde et al., 1999). De
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hecho, se ha visto que la expresiéon de estas dos topologias en animales transgénicos induce
fenotipos neurodegenerativos (Stewart and Harris, 2003).

También se han desarrollado formas de PrP® para que permanezcan en el citoplasma de la célula,
guitando sus péptidos sefiales de las regiones N-terminal y C-terminal, o usando inhibidores del
proteasoma (Ma et al., 2002), y se ha descrito que PrP® puede acumularse en el citoplasma, en una
forma llamada “'PrP, correspondiente a una fraccién de moléculas mal plegadas que son enviadas
al citosol para ser degradadas por el proteasoma (Ma et al., 2002, Stewart and Harris, 2003, Wang
et al., 2009). La acumulacidn intracelular de esta forma de la proteina puede llegar a ser tdxica
para la célula, aunque esta propiedad estd todavia por confirmar (Roucou et al., 2003, Fioriti et al.,
2005).

Seializacion intracelular

Debido a que la mayor parte de moléculas de PrP¢ estan ancladas a la membrana, es légico pensar
que podrian participar en procesos de sefializacion (Tsui-Pierchala et al., 2002, Taylor and Hooper,
2006). La ausencia de dominio transmembrana de PrP® hace suponer que necesita interaccionar
con una proteina adaptadora transmembrana para transmitir las sefiales al citoplasma, actuando
entonces como una posible plataforma de sefializacién (Mouillet-Richard et al., 2000). De hecho,
PrP° se encuentra en los dominios de la membrana llamados balsas lipidicas, introducidos en el
apartado 1.2.2, donde se concentran proteinas de sefializacién, y la presencia de PrP¢ en estos
dominios abre la posibilidad de que PrP® desencadene sefiales dentro de la célula (Roucou et al.,
2004). Actualmente hay varios estudios que relacionan a PrP® con diferentes vias de sefializacion
relacionadas con la supervivencia neuronal, el crecimiento neuritico o la neurotoxicidad.

En experimentos usando anticuerpos anti-PrP, se indujo la agregacion de PrP® en la superficie
celular, reproduciendo probablemente, lo que ocurre cuando un ligando se une a PrPS, viéndose
una activaciéon de la tirosina-cinasa fyn, accién que requiere de la interaccion de PrP¢ con la
proteina caveolina presente en un tipo de balsa lipidica llamada caveola. La activacién de fyn
estimularia la oxidasa NADPH vy las cinasas reguladas extracelularmente (ERKs, del inglés
extracelular-requlated kinases), asi como la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Mouillet-Richard et al., 2000, Schneider et al., 2003). Esta via se cree que tiene efectos a favor de
la supervivencia.

Otra via de sefializacién involucra a la proteina inducible por estrés o STI-1 (del inglés, stress-
inducible protein 1). Aunque ésta se encuentra principalmente en el citoplasma o el nucleo, hay
evidencias de que unas cuantas moléculas residen en la membrana, donde interaccionaria con
PrPC. En cultivos de células de hipocampo con STI-1 recombinante, se ha visto una estimulacién del
crecimiento neuritico de manera dependiente de PrPS, y requiere la sefializacidn a través de una
proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinase)
(Westergard et al., 2007).

Otros estudios han sugerido que las vias de sefalizacién de fosfoinositol 3 cinasa (PI3K)/Akt
(también conocida como proteina cinasa B (PKB)), podrian participar en los efectos
neuroprotectores de PrPC. La actividad Akt es menor en neuronas procedentes de animales KO
para PrP¢ (Weise et al., 2006, Westergard et al., 2007).

Otras vias en las que participa PrPS estan relacionadas con el crecimiento neuritico,
interaccionando via cis y trans con N-CAM, una molécula de adhesidon neuronal, cuando ésta es
reclutada en las balsas lipidicas y se activa Fyn (Santuccione et al., 2005).
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Por otra parte, PrP también puede mediar efectos neurotéxicos. El péptido sintético PrPge.126, cON
propiedades bioquimicas similares a PrP>, usandose de hecho como modelo de ésta en cultivo, es
capaz de inducir toxicidad solamente en células que expresan PrPS, sugiriendo que PrP® esta
mediando este proceso.

Expresidn tisular y distribucién celular

PrP¢ esta altamente expresada en el sistema nervioso, aunque su contenido varia en distintas
regiones cerebrales (cerebelo, bulbo olfativo, sistema limbico, isocorteza (Sales et al., 1998),
diferentes tipos celulares (neuronas y células gliales), y entre neuronas con fenotipos
neuroquimicos distintos. También la podemos encontrar en varios componentes del sistema
inmune y en otros drganos como el estémago o el rifidn (Nicolas et al., 2009). Filogenéticamente,
se expresa en todos los mamiferos conocidos. La expresién de la proteina esta regulada durante el
desarrollo del SNC, incrementando a los 7-8 dias de edad embrionaria (E7.5), hasta los 20 dias
después del nacimiento (P20) (Miele et al., 2003, Tremblay et al., 2007). En neuronas, la podemos
encontrar en axones, dendritas y compartimentos endociticos (Nicolas et al., 2009).

El péptido sefal de 22 aminodcidos, una vez cortado, hace que la mayor parte de las moléculas de
PrP® sean exportadas a la superficie celular, normalmente en las balsas lipidicas (Vey et al., 1996).
En células polarizadas, PrP¢ también se encuentra asociado con microdominios resistentes a
detergentes, pero tienen una localizacién basolateral, hecho inusual en proteinas ancladas por un
dominio GPI (Sarnataro et al., 2002).

El estudio de la expresion de esta proteina ha conllevado la aparicion de discrepancias entre
diferentes resultados. Estas diferencias son debidas a limitaciones técnicas y al uso de anticuerpos
qgue pueden no detectar algunas diferencias en estructura o patrdon de glicosilacién de la proteina
en diferentes poblaciones celulares (DeArmond et al., 1999, Beringue et al., 2003).

En enfermedades como la EA, la expresién de la proteina aumenta al inicio de la enfermedad, pero
sus niveles disminuyen progresivamente durante la enfermedad, probablemente debido a la
elevada pérdida neuronal (McNeill, 2004, Llorens et al., 2013a, Vergara et al., 2014).

2.1.2 Funciones fisiologicas

Diversos trabajos realizados con ratones mutantes para PrP¢ o bien mediante cultivos celulares in
vitro, han permitido obtener informacién sobre el papel fisiolégico de la proteina. De este modo,
han mostrado la participacién de PrP¢ en procesos como: neurogénesis y diferenciacién de células
madre neurales, neuritogénesis, interaccién con moléculas y cascadas de senalizacion,
sinaptogénesis, supervivencia celular mediante funciones anti o pro-apoptéticas, unién a cobre,
homeostasis redox, desarrollo de células T, diferenciacién y modulacion de la fagocitosis de los
leucocitos y/o alteracidn del reclutamiento de leucocitos al sitio de inflamacion (ver (Lasmezas,
2003, Westergard et al., 2007, Linden et al., 2008) para revisidn). A continuacidn se describen los
principales modelos disponibles y algunas de las principales funciones atribuidas a la proteina en
estos procesos:

Modelos murinos para el estudio de PrP¢

El uso de la recombinacién homdloga permitié la generaciéon de ratones en los que el gen que
codificaba para la proteina PrP® estaba suprimido. El primer ratén KO fue un modelo con un fondo
génico mixto C57BL/6J x 129/Sv(ev), reemplazando los codones 4-187 por un casete de expresidn
de la fosfotransferasa de neomicina (neo). Estos animales fueron llamados PRNP”° o también
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Zurich | (Bueler et al., 1992). El fondo génico mixto presente en este modelo ha sido una barrera
para interpretar algunos experimentos relacionados con el comportamiento.

Otra linea de ratones KO fue generada con la interrupcién de la pauta de lectura (ORF, del inglés
open Reading frame) en la posicién 93, y la introduccién de un casete neo. Estos animales,
conocidos como PRNP*° Edinbrugh, tienen un fondo génico 129/0la (Manson et al., 1994).

Estas dos lineas de ratones mostraban resistencia a priones pero ningun otro fenotipo observable
a primera vista, llevando a la conclusién entonces de que esta proteina no era necesaria para un
desarrollo normal o bien que su ausencia era compensada por otras proteinas homdlogas. Sin
embargo, unos afios mas tarde aparecieron estudios describiendo alteraciones en el sistema
nervioso de estos animales, como cambios neurofisiolégicos discretos y desmielinizacion de los
nervios periféricos con la edad (Mehrpour and Codogno, 2010), lo que llevé a describir las

primeras funciones de la proteina.

A partir de los modelos antes mencionados, surgieron otros KOs como la cepa Zurich I, la RcmO0 o
la Nagasaki. Estas cepas generaron discrepancias a nivel del papel fisiolégico de PrPS, puesto que
aparecieron en ellos, fenotipos de ataxia y pérdida selectiva de células de Purkinje causando
degeneracion cerebelar. La generacion de modelos con la forma truncada de la proteina, sirvid
para observar que la sobreexpresion de la proteina DOPPEL, era la causante de Ila
neurodegeneracion vista en estos modelos (Moore et al., 1999, Linden et al., 2008). El gen que
codifica DOPPEL se encuentra en el mismo cromosoma que PrP a una distancia de unas 20kb
(Mehrpour and Codogno, 2010), y al producirse una delecion en el gen PRNP que se extendia mas
alla del exdn 3, la proteina DOPPEL pasaba a estar controlada por el promotor del gen PRNP y por
tanto expresada a niveles elevados en el cerebro (Moore et al., 1999, Li et al., 2000). DOPPEL se
sobreexpresa en las cepas Nagasaki, Zurich Il, y RcmO, pero no en otras como Zurich |.

No solo se generaron animales KO para la proteina, sino también cepas que sobreexpresaban PrP,
y de sobreexpresion de formas truncadas de la proteina, sobre el animal KO Zurich I, para obtener
mas informacién del papel de las diferentes partes que conforman la proteina (Linden et al., 2008).
Por ejemplo, deleciones en los residuos 32-121 o 32-134 llevaba a un fenotipo similar al
encontrado en los animales que sobreexpresaban DOPPEL, ya que la proteina obtenida sin estos
aminodcidos es estructuralmente similar a DOPPEL (Mehrpour and Codogno, 2010).

En los modelos truncados de PrP®y expresion de DOPPEL, se establecié una posible hipétesis: PrP
se uniria a un putativo ligando, induciendo una sefializacidn especifica intracelular que llevaria a la
supervivencia neuronal. En ausencia de PrPS, un homdlogo redundante con una afinidad inferior la
reemplazaria, explicando la ausencia de neurodegeneracién en los ratones KO. En presencia de la
proteina DOPPEL o formas truncadas de PrP® en su extremo N-terminal, competirian con ese
homalogo, evitando entonces que se enviasen sefiales de supervivencia. En cambio, activarian vias
de muerte celular programada que normalmente no lo estan gracias a PrP¢ o su homdlogo. La
identidad de este homdlogo no se conoce (Linden et al., 2008), siendo PrP® entonces un punto
dindmico para la unién de moléculas de sefializacion que participarian en procesos neuronales,
como la diferenciacién neuronal (Nicolas et al., 2009).

Comportamiento

A nivel de comportamiento, uno de los primeros fenotipos descritos fue el deterioro en la
coordinacion motora, pero como este era presentado por la cepa Nagasaki, se establecid que
estaba correlacionado con el incremento de expresiéon de Doppel, y no por la ausencia de PrP¢
(Moore et al., 1999).
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En otro modelo como el Zurich I, los animales mostraban un pequefio incremento en la actividad
motora durante la exploracion de un objeto nuevo (Roesler et al., 1999). Ademas, también
mostraban cambios en el sistema glutamatérgico, mientras que tanto el dopaminérgico como el
adenosinérgico estaban preservados. Los animales también mostraban niveles mas bajos de
ansiedad, una respuesta que protege al individuo en las situaciones de peligro, indicando que Prp¢
ayudaria en la adaptacion al estrés. (Coitinho et al., 2002).

Memoria

Los primeros experimentos realizados en la cepa Zurich | no mostraron alteraciones de memoria
(Bueler et al., 1992), pero otros estudios si lo hicieron, mostrando un deterioro de la memoria a los
9 meses (Coitinho et al., 2003). Otra cepa, la Npu, también mostraba un deterioro en el
aprendizaje espacial dependiente de hipocampo. Estos déficits fueron rescatados al volver a
expresar la proteina, indicando que eran causa de la ausencia de PrP° (Criado et al., 2005).

Otra aproximacion utilizada para el estudio del impacto de PrP® en la memoria, fue mediante el
uso de anticuerpos o agonistas administrados a los ratones, anti- PrP¢ o anti-laminina, que vieron
que provocaban un dafio en la consolidacién de la memoria. Ambos tipos de anticuerpos también
inhibian la activacion de la proteina cinasa A (PKA) y ERK1/2 del hipocampo, dos cinasas
relacionadas con la consolidacién de la memoria, mostrando asi el papel importante de PrP¢ en el
procesamiento de la misma (Coitinho et al., 2006).

Resultados similares en humanos apoyan el papel de PrP¢ en la memoria. La presencia del
aminoacido valina en el coddn 129 del gen PRNP en al menos un alelo, estd asociado con un peor
rendimiento cognitivo en personas mayores, y un descenso mas rapido de las habilidades
intelectuales en pacientes con SD. Entonces, los polimorfismos en el codén 129 de la proteina, un
punto importante para la estructura de la proteina, parecen estar relacionados con el rendimiento
cognitivo (Linden et al., 2008).

PrP¢, actividad sinaptica y excitabilidad neuronal

La implicaciéon de PrP® en procesos como la memoria hace pensar en cémo PrP¢ afecta a
mecanismos sinapticos y a la excitabilidad neuronal. PrP¢ se expresa en todo el SNC, pero sus
niveles son particularmente elevados en zonas como el hipocampo o la corteza frontal. También
presenta una amplia distribucion subcelular, incluyendo las sinapsis. Parece estar implicada en
varios procesos como el crecimiento neuritico, tanto de axones como dendritas, e incluso podria
estar implicada en la funcién sindptica, desarrollando un papel tipo neuroprotector.

Estudios demuestran que PrP® podria tener un papel en la estructura sinaptica, la funcién o el
mantenimiento. De hecho, la patologia sindptica es una caracteristica observable en prionopatias.
Estudios de microscopia electrénica y fluorescencia, mediante el uso de una proteina de fusidon
formada por PrP¢y la proteina verde fluorescente, EGFP, han permitido ver que PrP® se encuentra
preferentemente a lo largo de los axones y en los terminales presindpticos, aunque también se ha
visto en zonas post-sindpticas (Linden et al., 2008). De hecho, en cultivos de neuronas de
hipocampo con PrP¢ recombinante, se induce una rapida formacién de axones y dendritas, e
incrementa el nimero de contactos sindpticos (Westergard et al., 2007).

También sabemos que PrP¢ es capaz de unirse al cobre y las terminaciones nerviosas liberan cobre
a la hendidura sinaptica cuando se despolarizan. Se propuso entonces que las moléculas de Prp©
pre-sinapticas podrian asegurar su transporte de vuelta al citosol. Este papel relacionado con el
cobre también podria tener una funcidn en la homedstasis del calcio, puesto que el cobre, a las
concentraciones a las que se encuentra en la hendidura sindptica, reduce el flujo de calcio a través
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de los canales de calcio (Vassallo and Herms, 2003). De hecho, habiendo visto la concentracion
sindptica de PrP¢ en neuronas, y que PrP¢ se une a cobre, se propuso que esta tiene un efecto
protector en la toxicidad de cobre en la sinapsis, en vez de un papel en la neurotransmision
(Brown, 2001).

En ratones KO para PrP® se vio un deterioro en el aprendizaje espacial y una alteracién de la
neurotransmisidn (Collinge et al., 1994, Criado et al., 2005). En estos ratones también se observé
un incremento en la excitabilidad neuronal, asi como una mayor excitotoxicidad por glutamato por
la modulacion de los receptores de NMDA (NMDARs) y de kainato (Nicolas et al., 2009).
Recientemente, se ha descrito que PrP¢ es capaz de atenuar la excitotoxicidad tanto in vitro como
in vivo, inhibiendo los NMDARs que contienen subunidades NR2D (Khosravani et al., 2008). Prp© y
neuritogénesis

Como se ha mencionado en el apartado de sefializacién intracelular (2.1.1), PrP® interacciona con
moléculas de adhesién como N-CAM, una interaccién que en cultivos de neuronas de hipocampo
se ha visto que resulta en un reclutamiento de esta molécula a las balsas lipidicas, la activacién de
Fyn y un potenciamiento del crecimiento neuritico (Santuccione et al., 2005). La unién de PrP¢ a
laminina también se ha relacionado con un aumento del crecimiento neuritico (Westergard et al.,
2007).

PrPC también parece tener un papel neuroprotector en relacién al estrés oxidativo. Esta hipdtesis
se corrobora porqué también hay evidencias in vitro que indicarian que PrP¢ podria proteger a las
células del mismo. Esta modulacién se podria llevar a cabo regulando la actividad superoxido
dismutasa-1 (SOD-1) dependiente de cobre. Esta actividad es intrinseca de la proteina, pero, no se
ha podido encontrar in vivo (Nicolas et al., 2009). PrP¢ contribuiria en la unién a cobre,
incrementando también la actividad SOD, y aumentando la resistencia a dicho estrés. Otras
evidencias apoyan esta hipdtesis, ya que cultivos de animales KO para PrP® son mas susceptibles a
éste que las células WT (Brown et al., 1997). De hecho, la ausencia de esta proteccién frente al
estrés oxidativo, estaria relacionada, aunque no seria una causa directa, con una menor resistencia
a los ataques epilépticos, siendo los KO mas susceptibles a estos (Walz et al., 1999, Pereira et al.,
2001). La eliminaciéon de la region OR de la proteina elimina esta funcion antioxidante (Brown et
al., 1999).

PrPCy el sistema inmune

Aunque en los animales KO no se vieron mayores alteraciones en el funcionamiento del sistema
inmune, recientemente se ha sugerido que PrP® podria ser necesaria para la auto-renovacién de
las células madre hematopoyéticas.

PrP® también se expresa en linfocitos Ty B en humanos, monocitos y células dendriticas, entre
otras poblaciones. Durante la activacién de las células T, la proteina esta sobreregulada, y se cree
que podria tener un papel funcional en el desarrollo, activacién y proliferacion de células T (Hu et
al., 2008a).

Fagocitosis de células apoptoticas. SIRPa

Un estudio reciente del grupo de A. Aguzzi, publicado en 2013, pone en entredicho una de las
funciones atribuidas a PrP%: la fagocitosis de células apoptdticas. El problema tiene su raiz en la
manera como se han estudiado las posibles funciones de la proteina, es decir, mediante el uso del
animal KO para PrPS, concretamente la cepa llamada Zurich I. Esta cepa, ya sea en su fondo génico
mixto 129-B6 o en el fondo 129, presenta un fragmento derivado del cromosoma 2 procedente del
fondo 129. Este fragmento, en homocigosis, correlaciona con un fenotipo de mayor fagocitosis
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que parece ser independiente de PrPS. En este fragmento existen los llamados genes flanqueantes,
gue el grupo de Aguzzi ha secuenciado, encontrando un candidato que corresponde a la proteina
alfa reguladora de seial o SIRPa, del inglés signal regulatory protein alpha, proteina inhibidora de
la fagocitosis. Los ratones KO para SIRPa comparten un gran nimero de fenotipos con los animales
KO para PrPS, como los de tipo neuroinmunoldgicos o los metabdlicos (Nuvolone et al., 2013).

Por el contrario, la cepa de Manson et. al., no presenta este problema, ya que no existen estos
genes flanqueantes presentes en las otras cepas. De hecho, fenotipos como el de la fagocitosis no
pudieron ser corroborados en este modelo (Nuvolone et al., 2013).

Las funciones anteriormente mencionadas deberan ser corroboradas en el modelo de Manson o
mediante otras cepas que no presenten estos genes flanqueantes , para evitar la interferencia de
éstos y descubrir cuéles de las funciones actualmente atribuidas a PrP® son legitimas. Existen
también discrepancias en algunos de los resultados referentes a las funciones de PrP%, como el
papel de esta en la sefializacion inducida por AB. Estas discrepancias podrian ser atribuidas, en
algunos casos, a los polimorfismos que afectan a estos genes flanqueantes. El uso de otros
modelos o técnicas ayudaria a reforzar este hecho (Nuvolone et al., 2013).

2.2 Prionopatias
2.2.1 El prion como agente infeccioso

Descripcidn general

Las prionopatias, también conocidas como encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs, o
TSEs, del inglés transmissible  spongiform  encephalopathies), son enfermedades
neurodegenerativas que afectan al SNC tanto de humanos como de una gran variedad de animales
(Prusiner, 1998). Su origen puede ser genético o esporadico, aunque también hay evidencias de
gue su origen puede ser adquirido. El principal rasgo neuropatoldgico que las caracteriza es el
actimulo de la proteina PrP*, forma mal plagada de la proteina PrP, llamada asi por ser el agente
causante de una enfermedad llamada scrapie, comun en ovejas y cabras. La forma patoldgica de la
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proteina es también es llamada a menudo PrP™™ porque suele presentar una resistencia parcial a la
protedlisis por proteinasa k, diferenciandose de este modo de la conformacién fisiologica PrP©
(Linden et al., 2008). A nivel morfoldgico y patofisioldgico, pueden presentar cambios similares a
otras encefalopatias progresivas, como la EA o la enfermedad de Parkinson (EP), como la presencia
de depdsitos amiloides (DeArmond et al., 1985, Kitamoto et al., 1986). Los sintomas clinicos
comprenden tanto déficit cognitivo como motor (Aguzzi and Haass, 2003), aunque las

caracteristicas de cada enfermedad de detallaran en el apartado 2.2.2..

Entre estas encefalopatias de origen genético o esporadico se encuentran el Kuru, la enfermedad
Creutzfeldt-Jakob (ECJ o CID, del inglés Creutzfeldt-Jakob disease) el sindrome de Gerstmann-
Straussler-Scheinker (GSS) o el insomnio familiar fatal (IFF o FFIl, del inglés fatal familial insomnia),
gue afectan a humanos, y el scrapie o la encefalopatia espongiforme bovina (EEB o BSE, del inglés
bovine spongiform encephalopathy), entre otras, que afectan a ovejas y vacas, respectivamente
(Aguzzi and Calella, 2009). Las formas adquiridas de las prionopatias pueden presentarse mediante
ingestion de priones por via alimentaria, o por escarificacion de encias, piel y tejido conjuntivo
(Beekes and McBride, 2007). Experimentalmente, la inoculacion se puede hacer tanto de manera
intracerebral, como intraperitoneal o intravenosa. La capacidad del prion de propagarse, depende
del sitio de entrada, la cepa, la dosis, y de la especie y el genotipo de PrP del huésped (Beekes and
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McBride, 2007). La prevalencia de estas enfermedades es relativamente baja, pero aldn no se ha
descubierto una cura para ellas (Linden et al., 2008).

Existe una barrera interespecifica que impide, por ejemplo, que los priones procedentes de la cepa
scrapie no puedan infectar a humanos, pero si que se han podido transmitir a renos. También, se
han detectado casos en los que esa barrera se ha conseguido sobrepasar, como por ejemplo la
variante de la ECJ, que aparecid, parece ser, por transmision de la EEB a humanos por ingestién de
material infectado con priones (se pueden encontrar mas detalles en el apartado 2.2.2). Estas
diferencias pueden ser debidas a variaciones en la proteina PrP® entre especies, asi como en su
estructura o plegamiento, estableciendo, recientemente, que la presencia de loops flexibles y las
hojas beta en la forma celular participaban en la resistencia a ciertas cepas de priones, mientras
que la presencia de un extremo c-terminal no flexible, conferia resistencia a otras cepas (Hagiwara
et al., 2013).

Cambios como mutaciones puntuales o inserciones estan relacionados con las prionopatias de
origen genético. Se conocen unos 15 polimorfismos en el gen PRNP, asociados al coddn 129,
donde la presencia de una metionina o una valina pueden afectar gravemente el tipo, el inicio y la
duracion de la enfermedad (Gambetti et al., 2003), y tienen una influencia clara en todas las
formas de la enfermedad (Prusiner, 1998, Kovacs et al., 2002b). Las mutaciones relacionadas con
la estructura también parecen tener un papel en el desarrollo de ciertas prionopatias
(Kiachopoulos et al., 2005, Lawson et al., 2005), como la inserciéon de 9 ORs en el gen, que se ha
asociado con un fenotipo progresivo neuroldgico sin transmisibilidad (Weissmann and Flechsig,
2003).

Los tejidos mayoritariamente implicados en la infeccion comprenden el tejido linfoide, donde se
acumula, se propaga por el sistema nervioso periférico, asciende hasta el SNC, y eventualmente se
propaga del SNC a tejidos periféricos como el musculo, probablemente a través de proyecciones
nerviosas. En el cerebro, el prion se deposita en forma de estructuras similares a placas, aunque
también se puede acumular en astrocitos y microglia (Fournier et al., 2000, Kovacs et al., 2002a).

El diagndstico de estas enfermedades sigue siendo un tanto primitivo. En estadios presintomaticos
es imposible de determinar, y el diagndstico mas temprano posible se basa en la presencia de
signos y sintomas clinicos, es decir, cuando ya se ha producido una propagacion considerable de la
enfermedad (Aguzzi and Calella, 2009). En 1997, se produjo un gran avance en este campo cuando
se descubrié la presencia de PrP* en las amigdalas o tonsilas de pacientes con la variante de ECJ
(Hill et al., 1997), asi como en otros tejidos linfoides, hecho que también fue corroborado en
pacientes con ECJ esporadica (Glatzel et al., 2003), indicando que se podria hacer uso de una
cirugia minimamente invasiva de estos tejidos linfoides para el diagnéstico.

Existe un vacio en el comprender como el cambio conformacional de PrP a PrP*° mata las
neuronas. No se sabe si es debido a una pérdida de funcién o a una ganancia de una propiedad
téxica de la PrP* (Kovacs and Budka, 2008), pero la presencia de PrP® es necesaria para la
neurodegeneracion (Aguzzi 2009). Estudios recientes han sugerido que las formas mas infecciosas
de PrP* serian las de tipo oligomérico, y que formas agregadas mas grandes no serian mas
infecciosas ni mas toxicas. Cuando PrP¢ se acumula en el citosol, se han observado fenémenos de
neurodegeneracién. Algunos consideran que la presencia de PrPS en el citoplasma es el
desencadenante, aunque otros creen que no. El dominio GPI también se ha relacionado con las
prionopatias, ya que en modelos que expresan una forma truncada de la proteina a la que le falta
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su dominio GPI, no se vieron signos de enfermedad, sugiriendo que los oligdmeros de PrP y las
fibras no son tdxicos de por si (Brandner et al., 1996).

Descubrimiento y primeros casos

A mediados del siglo XVIIl, una enfermedad que afectaba a ovejas y cabras de ganaderos europeos
afloré sin causa aparente. Era la llamada scrapie, o “tembladera”, (Detwiler, 1992). Esta
enfermedad se creyd que estaba causada por parasitos, pero cuando se demostré su capacidad
infectiva, surgid la hipotesis de que podria estar causada por un virus (Wilson et al., 1950). La
transmision experimental del agente de ovejas a ratones, facilitd su investigacion (Chandler, 1961).
Una vez establecido el protocolo para obtener fracciones parcialmente purificadas del agente
causante del scrapie, de cerebros de hamster, se pudo observar que aquellos procedimientos que
modificaban o hidrolizaban proteinas, producian una disminucidon de la infectividad del agente
(Prusiner et al., 1981, Prusiner et al., 1982). Ademas, no se pudo demostrar una relacién entre la
infectividad y la presencia de un polinucledtido (Riesner et al., 1993). Entonces no parecia
plausible que la enfermedad fuera causada por un virus.

En el siglo XX, se produjo una alta incidencia de otra enfermedad, la ECJ, y se observé también una
elevada incidencia de Kuru, otra enfermedad que afectaba a una poblacion de Nueva Guinea, y
gue se habia extendido por la poblacion debido a la practica del canibalismo. Las investigaciones
de Gajdusek demostraron la transmisibilidad de estas enfermedades que parecian ser
consecuencia de un “virus lento”, y que eran similares a la scrapie (Gajdusek, 1977).

El agente causante de estas enfermedades fue denominado “prién” por Stanley B. Prusiner en
1982, y se define como: “una particula pequefia infecciosa de naturaleza proteica, resistente a
procesos de inactivacion que normalmente modifican acidos nucleicos”, por el cual gand un
premio Nobel en 1997 (Prusiner, 1982). Hasta la fecha, se han publicado muchas evidencias dando
apoyo a esta “hipdtesis del pridn” basada en que la transmisibilidad de estas enfermedades es
debida a una unica proteina, puesto que ya se habia visto que los priones eran resistentes a
algunos procesos de degradacidn proteica, y a nucleasas, pero que perdian su capacidad infectiva
cuando eran tratados con agentes desnaturalizantes de proteinas (Prusiner, 1991). Esto llevé a la
busqueda de la identidad de esta proteina, usando una de sus propiedades, la resistencia a la
degradaciéon por proteasas. Mediante la purificacién de extractos de cerebros de hamster
infectados con scrapie, se identificé un polipéptido de 27-30 kDa, que permitio la identificacién de
la proteina PrPS, codificada por el genoma del huésped y no por la particula infecciosa (Oesch et
al.,, 1985, Basler et al., 1986). Este fragmento insoluble de 27-30 kDa se identific6 como el
fragmento resistente a proteasas de la proteina especifica de la enfermedad, denominada PrP* o

res

también PrP™.

La generacidn de animales sin PrPS, reforzé la hipétesis de que una proteina era la Unica causante
de las prionopatias, propuestas por Stanley Prusiner en 1982.

En resumen, podemos describir a los priones como agentes infecciosos que: i) no estan codificados
por una secuencia de 4cidos nucleicos mds larga de 50 bases (Riesner, 2004); ii) el uUnico
componente conocido del pridén es una forma modificada de la PrPS, codificada por el gen PRNP
(Aguzzi and Calella, 2009); iii) el suceso central en las prionopatias, es la conversién de PrP¢ a Prp*,
una isoforma insoluble y parcialmente resistente a proteasas, que se propaga imponiendo su
conformacidn a otras moléculas de PrP® (Aguzzi and Calella, 2009).
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Conversion

Se desconoce si alguna forma de PrP° podria actuar como sustrato para la formacién de PrP*, o si
un pequefio subconjunto de moléculas de PrPC son las precursoras de PrP* (Weissmann, 1991), e
incluso si podrian existir estadios transitorios entre las dos formas.

Varias evidencias experimentales sugieren que las moléculas susceptibles de convertirse en PrP*,
se escapan de la superficie celular antes de su conversion. El papel del dominio GPI también ha
sido ampliamente estudiado por su implicacién en la conversién. El laboratorio de Chesebro et al,
establecié un modelo transgénico que expresa una forma de PrP® sin su dominio GPI, llamada
anchorless (Chesebro et al., 2005), y lo infectaron con PrP*. Los ratones desarrollaron placas
amiloides en el cerebro, pero practicamente no mostraban sintomas clinicos.

Tanto PrP® como PrP* son codificadas por el gen PRNP, pero no pueden ser el resultado de un
procesamiento de splicing alternativo del mRNA (Aguzzi and Calella, 2009), de modo que se
establecieron dos modelos para explicar cémo se podia producir el cambio conformacional de Prp©

a Prp*:

v Modelo de re-plegamiento: este modelo constata la presencia de PrP** en forma monomérica
que seria mas estable que PrP. El punto critico para la conversion es la interaccién entre las
dos formas, que resulta en la formacién de un heterodimero entre Prp© y PrP*, donde Prp*
induciria la transformacion de PrP® a PrP>, actuando ésta como molde (Aguzzi and Calella,
2009). Este modelo es apoyado in vitro por evidencias que demuestran que una estructura rica
en hélices alfa se puede convertir de forma espontanea en una estructura con un contenido
mayoritariamente formado por hojas beta (Aranda-Anzaldo, 1992).

v Modelo de semilla o nucleo (seeded nucleation): este modelo, en cambio, sugiere que PrP™
existe en equilibrio termodindmico reversible con PrPS, que en condiciones normales favorece a
PrP®. La conversién se produciria cuando PrP* formara un agregado que serviria de semilla
infecciosa o nucleo para reclutar mds moléculas monoméricas de PrP*, formando asi un
agregado amiloide, susceptible de fragmentarse en mas nucleos que a su vez reclutarian mas
moléculas de PrP* (Aguzzi and Calella, 2009).

En resumen, PrP>° necesita a PrP® pero en su forma anclada a la membrana, y aunque el
mecanismo de conversidn se desconozca a ciencia cierta, parece bien establecido que PrP¢ debe
unirse a PrP*° formando un complejo intermedio durante la formacién de la conformacion
patogénica.

Diferencias PrP¢-PrPsc

Intentos de identificar la presencia de modificaciones post-traduccionales que distinguieran las
dos conformaciones, no han dado muchos frutos, aunque hay evidencias que parecen indicar que
existen.

Los primeros estudios estructurales de las dos conformaciones, indicaban que la forma PrP‘ era
rica en hélices a, aproximadamente un 40% de la proteina, y presentaba relativamente pocas
hojas B, concretamente 2 que representan un 3% de la proteina (Pan et al., 1993). Recientemente,
se consiguié determinar la estructura de la proteina por RMN (Antonyuk et al., 2009), y se obtuvo
su estructura cristalizada, estableciendo que la parte N-terminal de la proteina no estaba
estructurada, mientras que la parte C-terminal estd formada por 3 hélices a, y una hoja B
antiparalela.
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Sin embargo, debido a la insolubilidad y la formacion de
agregados con un grado de desorden, no se ha podido
obtener la estructura cristalizada de PrP> (Colby and
Prusiner, 2011). El contenido de hojas beta de la forma
PrP* comprende un 40% de la proteina, mientras que
las hélices alfa comprenden un 30%. Aunque de esta no
se tiene una estructura de alta resolucién, estudios de la
zona resistente a proteasas que corresponde a Prp?=°,
indican que esta isoforma es muy rica en hojas beta y

gue es capaz de convertirse en particulas en forma de

bastoncillo con una estructura de tipo amiloide,

formada por un 50% de hojas beta y un 20% de hélices  Figura 16. Diferencias estructurales entre
. C S . .

alfa. En la figura 16 se pueden observar las PrP"y PrP>’. Como vemos en la izquierda, la

C . I
caracteristicas estructurales. forma PrP~ es rica en hélices alfa, con un muy

bajo porcentaje de laminas beta, a diferencia
Ambas proteinas existen en tres estadios de  de la forma PrP*, a la derecha, en la que el

glicosilaciéon: no  glicosilada, monoglicosilada o  Pporcentaje de ldminas beta es mayor.
diglicosilada.

2.2.2 Enfermedades priénicas en humanos

Las enfermedades pridnicas se pueden clasificar en funcién del huésped, humano o no, y de su
etiologia: infecciosas, hereditarias o esporadicas, y pueden afectar a sujetos de distintos rangos de
edad. Cursan con una gran variedad de sintomas motores o cognitivos. (Linden et al., 2008, Aguzzi
and Calella, 2009).

A continuacion se describen las que afectan a humanos:

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ])

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) es la forma mas comun de prionopatia. Se puede
clasificar en: esporadica (eECJ), familiar (fECJ), iatrogénica (iECJ) y existe también una variante
llamada vECJ. La mas comun es la esporddica, corresponde a un 85% de los casos reconocidos. La
ECJ familiar, en cambio, es hereditaria y es causada por mutaciones en el gen PRNP. Corresponde a
entre un 5% y un 15% de los casos totales. Los casos por exposicién a material infectado no llegan
al 1%. Respecto a la forma variante de esta enfermedad, surgié hace unos 20 afios, cuando mas de
280.000 reses sufrieron EEB provocando una de las mayores crisis alimenticias a nivel mundial.
Esta se transmitié a humanos, causando unos 200 casos de una variante de ECJ (VECJ). Aunque
esta transferencia no ha sido demostrada, hay evidencias de que si la hubo (Chazot et al., 1996,
Will et al., 1996).

La etiologia de la enfermedad en el tipo esporadico es desconocida, ya que los intentos de
demostrar que era causada por una infeccién no han sido fructiferos. La incidencia es muy baja,
aproximadamente 1 de cada milldn de personas, pero ese numero puede variar en funcién del
seguimiento que se le haga a la enfermedad, llegando a ser de 3 entre un millén. Esta variacion
podria estar relacionada con la no deteccién de muchos de los casos que aparecen (Aguzzi and
Calella, 2009).

Existen diferentes fenotipos de la enfermedad asociados a la presencia de 2 tipos predominantes
de PrP* que se diferencian en su movilidad electroforética después de un tratamiento con
proteinasa K. Asi podemos distinguir entre tipo 1y tipo 2.
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Los polimorfismos en el coddn 129 del gen PRNP, modulan la sensibilidad a la enfermedad, siendo
el homocigoto para el aminoacido metionina el que presenta un factor de riesgo mayor tanto para
la enfermedad de tipo esporadico como para la variante.

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinken (GSS)

Esta enfermedad de origen hereditario, es producida por el cambio en el codén 102 de una prolina
a una leucina en la secuencia que codifica para PrPS, aunque se han identificado otras mutaciones.
Afecta a 1 de cada 100 millones de individuos al aifo, aparece entre los 50 y los 60 afios, aunque se
han reportado casos en los que la enfermedad habia empezado a los 25 afios, con una progresion
lenta, y se caracteriza por la presencia de ataxia cerebelar, pérdida de memoria, demencia, entre
otros. También presentan placas amiloides inmunoreactivas a PrP (Collins et al., 2004, Alzualde et
al., 2010b, Liberski, 2012). En 2010, el grupo del doctor Lopez de Munain publicd un estudio
describiendo una nueva mutacién en el gen PRNP, Y218N, asociada con la enfermedad, en un
paciente y otros dos miembros de la misma familia. El analisis neuropatolégico de la paciente
revelé depdsitos de PrP*°y tau hiperfosforilada, entre otros (Alzualde et al., 2010a).

Insomnio familiar fatal (IFF)

El término Insomnio familiar fatal fue propuesto en 1986 para describir una enfermedad que
involucraba a 5 miembros de una familia italiana. Es una enfermedad hereditaria causada por una
mutacion en el coddn 178, por la sustitucién de una asparagina por acido aspartico (D178N), y que
también esta ligada a los polimorfismos del codén 129. La edad de aparicién suele ser alrededor
de los 50 afos, con una esperanza de vida de pocos meses, entre 13 y 15. Se caracteriza por
sintomas como el insomnio, anormalidades endocrinas, ataxia, disfagia, entre otros (Collins et al.,
2004).

Kuru

Esta prionopatia llegd a ser la causa mas comun de muerte entre las mujeres de Papua Nueva
Guinea, en la regidn Fore de las Highlands, pero este nimero disminuyé con el cese de los rituales
de naturaleza canibal. El propio nombre de la enfermedad, Kuru, que en aborigen significa
temblor, define uno de los sintomas caracteristicos de esta, junto con la ataxia cerebelar. Su
desarrollo es lento, y el periodo de incubacidn es de unos 50 afios. La presencia de una metionina
en homocigosis en el coddn 129 incrementa la susceptibilidad a la enfermedad (Collins et al., 2004,
Liberski, 2013).

2.3 PrPcyEA
2.3.1 PrPscyEA

Muchas enfermedades neurodegenerativas como la EA, la enfermedad de Parkinson, la demencia
frontotemporal o las prionopatias comparten ciertos rasgos neuropatolégicos y moleculares. Se
caracterizan por una pérdida progresiva de la funcion sinaptica neuronal, que parece estar
mediada por la toxicidad que presenta una determinada forma proteica que en condiciones
fisiolégicas no manifiestan, y que comparten propiedades similares de agregacién y acumulacion
(Barnham et al., 2006).

Dos de estas patologias, la EA y las prionopatias, presentan caracteristicas comunes, que han dado
lugar al estudio de la posible interaccién entre el depésito de AP vy las funciones de PrP. Algunas
de estas caracteristicas se presentan a continuacion:
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v’ Existen, en las dos patologias, formas esporadicas y de origen genético.

v Se caracterizan a nivel inmunohistoquimico por una acumulacién anormal de agregados de
proteina en el cerebro: en el caso de las EETs se produce una acumulacién de PrP*, y en el caso
de la EA una acumulacion de AB y tau, que en ambos casos induce neurodegeneracién en el
SNC. Se han identificado placas amiloides en cerebros humanos con prionopatias que
contienen PrP.

v" Se ha demostrado la coexistencia de AB y PrP** en cerebros afectados (Ferrer et al., 2001,
Debatin et al., 2008), y se ha visto que PrP podria estar involucrada en el procesamiento de la
APP, precursora de AP, y que podria participar en la eliminacion de los oligdmeros de AR
(Griffiths et al., 2012).

v" El modelo de semilla o seeded nucleation, descrito para PrP%, también se podria aplicar a otras
patologias basadas en la formacidn de agregados amiloides debido a un mal plegamiento de la
proteina. Estos cambios conformacionales cambian la estructura de la proteina y resultan en
formas ricas en hojas beta, parcialmente resistentes a protedlisis, que tienen mucha tendencia
a la formacién de agregados mayores. La formacidon de agregados amiloides se basa en la
interaccion de unidades monoméricas para formar un nucleo o semilla alrededor del cual se
produce el agregado de mayor tamafio, aunque en el modelo de PrP* es donde se ha
conseguido probar esa infectividad (Aguzzi and Calella, 2009).

v' Existen similitudes entre fragmentos clave de las secuencias de PrP¢ y APP. Algunas de estas
similitudes son: dominios conservados de histidina de uniéon a metales como cobre o zinc que
juegan un papel importante en la biologia de las dos proteinas; motivos transmembrana GxxxG;
residuos de metionina como la Met35 en AB que modula su neurotoxicidad o la Met129 en
PrP*° que modula la susceptibilidad a la enfermedad; y la posicién de tirosinas conservadas. La
interaccion de AP con iones de zinc es importante para la formacién de placas. Tanto APP como
PrP¢ interaccionan con iones de Cu®*, que se ha visto que afecta al procesamiento de APP
mediado por a-secretasa. El cobre y el hierro inducen también agregacion. En el caso de PrP™,
la ausencia de iones cobre o zinc la hacen altamente susceptible a degradacién proteolitica
(revisado en (Barnham et al., 2006)).

v’ Tanto APP como PrP* contienen secuencias potencialmente tdxicas, que corresponden al
péptido AR, y a la secuencia de aminoacidos 106-126, respectivamente. Estas dos secuencias
estan reguladas por mecanismos proteoliticos idénticos, llevados a cabo por enzimas de la
misma familia, y estan reguladas de forma parecida (Checler and Vincent, 2002).

v" Ambos fragmentos peptidicos, AR o 106-126, potencian la activacién de caspasa 3, efectora de
la via apoptética, dando lugar a fenotipos apoptoticos similares, en los que estd involucrada la
homeostasis del calcio (Saez-Valero, 2000)(White, 2001).

v’ Las dos proteinas se procesan de forma similar después de su traduccidn, y comparten la
existencia de una via no amiloidogénica alternativa a su procesamiento, que actua sobre las
secuencias correspondientes al dominio AB, impidiendo asi su formacidn, y en el caso de PrP,
en la secuencia 106-126, concretamente entre las His111 y Met112, dando lugar a la formacion
de un producto llamado “C1”(Barnham et al., 2006). Tanto ADAM10 como ADAM17 parecen
estar involucradas en este proceso proteolitico no amiloidogénico de las dos proteinas.
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2.3.2 PrPCyEA

Las caracteristicas comunes mencionadas anteriormente entre la enfermedad de Alzheimer y las
enfermedades pridnicas, ha aumentado el niumero de estudios que tienen como objetivo
determinar la posible interaccién entre el depdsito y la sefializacién inducida por AB y las
funciones de PrP® (Nicolas et al., 2009), asi como su posible papel en la EA. Ademas, un meta-
analisis de asociacién genética con la EA reveld al gen PRNP como un gen asociado a una mayor
susceptibilidad a la enfermedad (revisado en (Bertram and Tanzi, 2008)), dando mayores
evidencias para su estudio.

En el panorama cientifico reciente, han aparecido varios estudios en los que se relaciona a PrP°

con la EA. Por una parte, se le ha atribuido a PrP® un papel modulador indirecto de AB, puesto que
modula su sintesis, pero por otra parte se cree que PrP¢ podria ser un receptor directo de AB,
pudiendo tener entonces dos roles, uno de tipo protector o por el contrario otro en el que
participaria de la toxicidad inducida por el péptido AP siendo receptor de los oligdmeros de AB.
Este es uno de los puntos de debate hoy en dia, debido a la discrepancia entre los diferentes
resultados publicados. Estas discrepancias nacen, probablemente, de la gran diversidad de
modelos disponibles para estudiar la enfermedad, y de la heterogeneidad de la poblacidon
oligomérica de APB. En el caso de los oligdmeros sintéticos, la heterogeneidad de los protocolos de
preparacion de estos, puede ser la base de muchas de las desconformidades publicadas. En todos
los articulos en los que se han usado oligdmeros sintéticos, se ha demostrado que estos se unen a
PrPS, pero se desconoce porqué en algunos casos sus efectos toxicos dependen de PrP¢y en otros
no (e.g. (Calella et al., 2010, Gimbel et al., 2010)). A continuacidon se resumen algunos de los
resultados obtenidos hasta la fecha:

v’ Se ha demostrado que PrP® jugaria un papel en el procesamiento de AB, interaccionando
directamente con BACE1, inhibiendo su procesamiento proteolitico y reduciendo entonces la
formacion de péptidos AB. PrP® modularia la actividad BACE1 sobre la proteina APPy siendo un
regulador negativo de la produccion de AB (Parkin et al., 2007), ya que no se ha observado que
pueda hacerlo en la proteina APP con la mutacién Swedish (Griffiths et al., 2011).

v" Se han caracterizado los dominios de la proteina responsables de esta modulacion, en los que
vieron que este efecto desaparecia en moléculas que no tenian la secuencia N-terminal del
aminoéacido 2 al 26, previamente asociados con la endocitosis de PrP® (Sunyach et al., 2003).
Ademas, la eliminacién del anclaje GPI o el anclaje de PrP® a la membrana mediante un dominio
transmembrana, bloquearon también este efecto, sugiriendo entonces que la endocitosis
mediada por esta secuencia y su localizacién en dominios especificos de la membrana, son
necesarios para la inhibicién del procesamiento mediado por BACE1 (Linden et al., 2008).

v Se ha demostrado una unién entre los diferentes alelos del gen PRNP con la EA, habiendo una
posible correlacidn entre los polimorfismos en el codén 129 con el riesgo de la enfermedad o el
deterioro cognitivo. Varios estudios han publicado que no hay asociacién entre el polimorfismo
en el coddn 129 y el riesgo de EA en pacientes esporadicos de algunas zonas (Combarros et al.,
2000, Ohkubo et al., 2003), mientras que en otros como en Alemania o Polonia, los pacientes
gue presentaban dos valinas en homocigosis presentaban un mayor riesgo de aparicion
temprana de la enfermedad, comparado con los heterocigotos. Los que presentaban al menos
una valina en uno de los alelos, mostraban una pequefia aceleracién en el deterioro cognitivo
en comparacion con los portadores de metionina(Dermaut et al., 2003, Golanska et al., 2004).
La presencia de valina en el codén 129 también correlaciona con la presencia y la densidad de
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lesiones asociadas a AB. Esto sugiere que los efectos neuroprotectores mediados por PrPC son
menos efectivos cuando la proteina tiene una Valina en el codén 129.

v’ Los efectos de este coddn en la actividad BACE1 también se probaron en animales en los que la
proteina enddgena se habia sustituido por la proteina humana, viéndose una cantidad similar
de AB,, tanto en los homocigotos por valina como en metionina, mientras que los niveles de
AB4 eran un poco superiores en los homocigotos por metionina. En ratones KO Edinbrugh, los
niveles de AB4, y AB4o eran significativamente mayores que en los WT (Parkin et al., 2007).

v Se ha demostrado la interaccién directa entre AB y PrPS, sugiriendo que PrP® podria ser un
receptor de las formas solubles del péptido amiloide, puesto que interacciona con elevada
afinidad con los oligémeros de AB, actuando asi de mediador de sus cascadas de sefializacion
toxicas. PrPC es capaz de unirse a los oligémeros en concentraciones nanomolares de éstos, es
decir con una elevada afinidad, y de forma especifica, ya que no se ha detectado unién ni a
fibras ni a monémeros de AB. También proponian que PrP® era un mediador de la disfuncién
sindptica inducida por los oligdmeros de AB y del depdsito de AB. Sin embargo, en este estudio
no se relacionaba si esta interaccion de PrP® con AB afecta a la fosforilacién de tau (Lauren et
al., 2009). En la figura 17 se puede ver de forma esquematica lo que propone esta publicacion.

B- and y-secretase /"
APP J

AR oligomer

Mo

Prpc

Figura 17. Modelo de sefializacion propuesto por Lauren. S et al. En este modelo, PrPC actuaria de receptor de los
oligdmeros de AP mediando sus efectos toxicos y la sefalizacion intracelular que mediaria también los cambios
patoldgicos de tau. Adaptado de Nygaard, HB., 2009.

v' Estos datos fueron corroborados en fragmentos de hipocampo de animales KO para PrPS,
guedaban soporte a esta teoria, ya que estos animales mostraban ser resistentes a la supresion
de la LTP mediada por los oligdmeros de AP (Lauren et al., 2009). En otro estudio donde
cruzaron estos animales con un modelo de la EA, los resultados muestran que PrP‘ es necesario
tanto para el deterioro cognitivo como para el tiempo de supervivencia, aunque la presencia de
PrP® no tenia ninguna influencia en la formacién de las placas en el cerebro (Gimbel et al.,
2010).

La demostracién de la interaccién directa entre AB y PrP® motivé un gran nimero de publicaciones
en las que se han confirmado estos resultados, pero también han aparecido resultados opuestos.
Estudios como el de Bate et al., (Bate and Williams, 2011) demuestran que PrP‘ juega un papel
esencial en las alteraciones de la plasticidad sindptica inducidas por los oligdmeros, y otros han
demostrado tanto in vitro como in vivo, que el uso de anticuerpos anti PrPS, reduce estos efectos
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(Chung et al., 2010, Barry et al., 2011, Freir et al., 2011). En cambio, en otro trabajo en el que
inyectaban oligémeros sintéticos intraventricularmente en ratones, PrP® no tenia ningtin papel en
la LTP (Balducci et al., 2010). Otros autores demostraron que la presencia o ausencia de PrP no
tenia ningun efecto en la inhibicion de la LTP inducida por AB en rebanadas de cerebro (Calella et
al., 2010), o en la memoria y el aprendizaje en ratones transgénicos para APP (Cisse et al., 2011).
Otro grupo, usando como modelo cultivos de organotipicos, vio que PrP no era necesaria para los
efectos toxicos en las sinapsis mediados por los oligdmeros de AB (Kessels et al., 2010).

Un trabajo enfocado en la interaccion de AB con PrPS, mostré que PrP° contiene dos sitios de
unién a los oligémeros de AB, uno entre los residuos 95 y 105, que ya habia sido identificado por
Lauren et al (Lauren et al., 2009), y el otro entre los residuos 23 y 27 (Chen et al., 2010). Estos dos
sitios coinciden o estan proximos a regiones de PrP® que determinan su actividad, su endocitosis o
estan relacionados con su toxicidad. De hecho se ha visto que los oligémeros de AB pueden afectar
a la localizacion de PrP incrementando la formacidn de clusters de PrP¢ en la superficie celular
(Caetano et al., 2011). Entonces, los mismos dominios estructurales de la proteina que gobiernan
su funcidn, el trafico celular y la toxicidad, son los que se unen a los oligdmeros.

Un estudio mas reciente aporta evidencias de que PrP® puede actuar de mediador de la toxicidad
de otras proteinas ricas en laminas beta (Resenberger et al., 2011). Entonces, PrP¢ se uniria a las
conformaciones oligoméricas de diferentes proteinas, las cuales podrian bloquear, potenciar o
sabotear las funciones normales de esta.

El debate acerca de si la naturaleza del papel que PrP juega en la enfermedad sigue vigente hoy
en dia. Esta tesis supone una nueva aproximacién para aportar datos acerca del papel concreto de
esta proteina en el depdsito de tau.
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3. Péptidos con capacidad de penetrar la membrana celular

3.1 Descripcion general

El desarrollo de fdrmacos constituye un proceso largo formado por multitud de pasos, donde uno
de los mas importantes es el reconocimiento especifico de la diana para la que el farmaco ha
estado disefiado. Otras propiedades a tener en cuenta son la estabilidad, la eliminacién o la
administraciéon. Estos conceptos son especialmente importantes cuando se trata de dianas
intracelulares.

Existen en el mercado una gran variedad de compuestos peptidicos terapéuticos, y el nimero de
nuevos péptidos que entran en ensayos clinicos es de unos 16 de media por afio (datos obtenidos
entre los afios 2000 y 2008). Por desgracia, estos péptidos disponibles no tienen como diana
terapéutica una proteina intracelular, limitando entonces su potencial terapéutico.

En las ultimas décadas, una de las estrategias mas utilizadas en el darea de administracion de
farmacos para superar esta barrera, ha sido la conjugacidon de compuestos con moléculas capaces
de atravesar las membranas celulares. Los péptidos capaces de penetrar la membrana celular, o
CPPs, del inglés cell penetrating peptides, son secuencias cortas de entre 5 y 30 aminoacidos que
se pueden translocar a través de la membrana plasmdatica mediante mecanismos dependientes
y/o independientes de energia. Pueden unirse a otras moléculas mediante enlaces quimicos via
uniones covalentes o interacciones no covalentes, como 4acidos nucleicos, polipéptidos,
nanoparticulas o liposomas, algunas de ellas con un peso muy superior al del propio CPP. Los CPPs
facilitan el transporte de éstas a través de la membrana, siendo entonces una prometedora
herramienta para la administracion de farmacos y terapia génica (Sheng et al., 2009).

Los CPPs no exhiben, en general, una homologia de secuencia. Presentan una gran variedad de
estructuras y secuencias pero mantienen unas caracteristicas generales para su correcta
translocacion a través de la membrana, con ejemplos como un i) elevado nimero de residuos
basicos cargados positivamente como lisinas y argininas que les proporciona un cardcter catidnico,
ii) secuencias anidnicas y iii) secuencias neutrales, mostrando entonces diferentes grados de
hidrofobicidad y polaridad que les confiere un caracter anfipatico (revisado en (Milletti, 2012)).
Aunque mayoritariamente el mecanismo de internalizacién se desconoce, posibles mecanismos
podrian ser la endocitosis mediada por clatrina o mediada por unién a microdominios de
membrana como las balsas lipidicas, la macropinocitosis, la translocacion directa a través de la
membrana, o la formacidn de un poro en la misma (Sheng et al., 2009).

Uno de los primeros CPPs descritos fue el péptido Tat, derivado de la proteina Tat (Frankel and
Pabo, 1988), transactivador de la transcripcion génica, en 1988 por Frankel y Green, encontrado
en el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La proteina es capaz de penetrar en células de
mamifero en cultivo, y promover la expresion genética del virus (Frankel and Pabo, 1988, Vives et
al.,, 1997). En la busqueda para encontrar cudl era la secuencia de aminoacidos minimamente
necesaria para su entrada, se identificé el péptido Tat (48-60) que formaba parte del dominio
basico de la proteina (Green et al., 1989).

Desde entonces, el numero de CPPs se ha expandido considerablemente. Esto ha llevado al
estudio de estos péptidos como herramientas de administracion de farmacos, utilizandolos como
si fueran transportadores. Las tres areas principales de estudio son: i) el uso de los CPPs como
transportadores de macromoléculas; ii) definir las bases estructurales que definen su capacidad de
internalizacidn; iii) conocer el mecanismo de entrada a la célula. Algunos ejemplos de CPP mejor
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estudiados son: AntP, también conocido como penetratina; Vp22, poliargininas (R9) (Bechara and
Sagan, 2013).

Actualmente, un pequefio numero de CPPs se encuentran en estudios clinicos. Algunos ejemplos
son: AZX100 (cicatrices queloides, fase Il); RTO01 (arrugas cutdneas, fase Il); KAI-9803 (infarto de
miocardio, fase Il), entre otros (Milletti, 2012).

3.1.1 C(lasificacion

Atendiendo a su origen, los CPPs se pueden clasificar en 3 clases: i) los derivados de proteinas, ii)
péptidos quiméricos formados por la fusidon de 2 secuencias “naturales”, y iii) péptidos sintéticos
gue se han disefiado basando su estructura en estudios previos de actividad y estructura (Bechara
and Sagan, 2013).

Otra forma de clasificar los CPPs es mediante sus caracteristicas fisico-quimicas. Asi encontramos
tres grandes clases: catidnicos, anfipaticos e hidrofébicos. Del total, aproximadamente un 83%
tienen una carga positiva neta, mientras que los anfipaticos que engloban los catidnicos y los
anidnicos, corresponden a un 44%. La clase menos representada es la de los hidrofdbicos, que
representa solo un 15% del total. A continuacién se describen estos tres tipos (ver (Milletti, 2012)
para revision):

v CPPs catidnicos: presentan una carga neta positiva, asi como algunos aminodacidos de tipo acido
en la secuencia. El primer CPP descubierto, Tat, era catidnico. Varios estudios sugieren que se
necesitan como minimo 8 cargas positivas para una internalizaciéon efectiva de estos CPPs.
Estudios con péptidos basados en una secuencia de argininas han demostrado que el nimero
minimo de argininas necesarias para una buena entrada son 8.

Un caso especial de CPPs catidnicos son las secuencias de localizacién nuclear (NLSs). Los NLSs son
secuencias peptidicas basadas en motivos ricos en lisina, arginina o prolina, que se pueden
transportar al nucleo a través de poros nucleares, aunque el nimero de cargas positivas es
menor a 8, no siendo entonces unos buenos CPPs, pero se pueden unir a una secuencia
peptidica mas hidrofébica para obtener un CPP anfipatico con una buena internalizacion.

v CPPs anfipaticos: son aquellos que contienen tanto regiones polares como regiones apolares.
La mayoria de estos péptidos son catidnicos. Algunos ejemplos son el MPG o la penetratina.
Concretamente, el MPG corresponde a un tipo de péptido quimérico formado por una
secuencia de localizacién nuclear unida a un dominio hidrofébico.

Algunos CPPs anfipaticos contienen un motivo estructural como una hélice a anfipdatica. En esta
hélice podemos encontrar una zona hidrofilica y otra hidrofébica. También hay péptidos que en
cambio tienen una hoja beta en su estructura.

Otra clase de CPPs anfipaticos son los péptidos ricos en prolina, que son capaces de ser
internalizados por células eucariotas (Sadler et al., 2002, Fernandez-Carneado et al., 2004). Este
tipo de CPP se explicard en detalle en el siguiente apartado (3.2).

v CPPs hidrofébicos: se podrian considerar aquellos en los que su secuencia presenta Unicamente
residuos apolares, tienen una carga neta baja, o tienen un motivo hidrofébico crucial para su
internalizacién. También podemos encontrar aminoacidos hidrofébicos en otro tipo de CPPs,
los anfipaticos. Hasta la fecha se ha encontrado un reducido nimero de CPPs de este tipo.

3.1.2 Ventajas e inconvenientes

Los CPPs ofrecen algunas ventajas con referencia a otros sistemas. La translocacién a través de la
membrana se realiza con una baja toxicidad pero con elevada eficiencia en varias lineas celulares.
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Como agentes terapéuticos, presentan una elevada especificidad, disminuyendo asi la interaccidon
con otras moléculas y la probabilidad de aparicion de efectos secundarios. También presentan una
baja toxicidad por su baja acumulacion en tejidos y la no generacién de metabolitos secundarios
(Vlieghe and Khrestchatisky, 2010, Bechara and Sagan, 2013).

Por el contrario, también tienen limitaciones puesto que muestran una baja biodisponibilidad,
probablemente debido a una baja resistencia frente a proteasas, y una alta sensibilidad a
degradaciéon enzimdtica por su falta de estructura terciaria. Ademas, debido a su internalizacion,
pueden quedarse estancados en los endosomas, siendo degradados rapidamente en estas mismas
estructuras sin poder llegar a su diana en el citosol (Milletti, 2012). En el terreno econémico, los
CPPs no ofrecen una mayor ventaja ya que su coste de sintesis es elevado y su vida media es corta.

Con el fin de mejorar las caracteristicas de los CPPs y hacerlos mas viables en el terreno
terapéutico, se ha desarrollado un tipo de oligdmeros llamados folddmeros que mimetizan
péptidos naturales, en busca de nuevas estructuras que faciliten la entrada a la célula. Un tipo
importante de folddmeros son los de tipo peptidico, y. algunos ejemplos son los B-péptidos, los y-
péptidos o péptidos con D-aminoacidos en su secuencia (Farrera-Sinfreu et al., 2004).

3.2 Librerias de compuestos singulares: y-péptidos derivados de prolina

3.2.1 Descripcion

El desarrollo de nuevas estrategias de sintesis de péptidos de fase sélida cada vez mas poderosas,
ha permitido la obtencién mas rapida y eficiente de moléculas con una mayor complejidad
estructural, pudiendo construir un esqueleto comun susceptible de ser funcionalizado. Estas
innovaciones han permitido entonces sintetizar un tipo de CPPs muy interesantes, los llamados
péptidos ricos en prolina con una estructura rica en residuos de prolina (Milletti, 2012).

Estos péptidos son una familia estructural y quimicamente diversa que se caracteriza por la
presencia de anillos pirrolidinicos de las prolinas (Pujals and Giralt, 2008). La prolina posee un
conjunto de caracteristicas Unicas con respecto a los otros aminoacidos “naturales”, como la
rigidez que aporta a la estructura del péptido gracias a este anillo pirrolidinico, o la elevada
solubilidad en el agua de los péptidos ricos en prolina (Farrera-Sinfreu et al., 2005).

Un gran numero de péptidos ricos en prolina lineales han sido disefiados y evaluados como CPPs.
Los primeros se disefiaron usando aminodcidos naturales, pero mas tarde aparecieron otros mas
sofisticados. Un ejemplo son los CPPs disenados a partir de la bactericina-7 (Bac7), que se usé
como molde para su disefio, obteniendo CPPs capaces de entrar en la célula (Pujals and Giralt,
2008).

Otra familia de péptidos ricos en prolina son los y-péptidos no naturales derivados de prolina
(Pujals and Giralt, 2008), sintetizados a partir del mondmero ciclico cis-y-amino-L-prolina. Estos
péptidos pueden ser funcionalizados en los grupos a-amino de cada mondmero de prolina con
diferentes grupos que mimetizan cadenas laterales de aminodcidos naturales, para obtener
caracteristicas hidrofébicas, hidrofilicas o anfipaticas, y conferirles asi propiedades como la
capacidad de atravesar la membrana celular. Esta funcionalizacion permite también la unién
covalente de un farmaco (Farrera-Sinfreu et al., 2005).
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3.2.2 Aplicaciones

El grupo de la doctora Royo, de la Unidad de Quimica Combinatoria del Parque Cientifico de
Barcelona lleva tiempo trabajando con este tipo de péptidos ricos en prolina, mejorando su
estrategia de sintesis para, a su vez mejorar sus capacidades de internalizacién. Estudios previos
realizados por su grupo han demostrado la internalizacidon de algunos de estos péptidos en lineas
celulares como Cos-1 o Hela, permitiendo asi encontrar buenos CPPs con una buena eficiencia de
internalizacion mediante un mecanismo endocitico, sin inducir toxicidad a la célula, incluso a altas
concentraciones, y que ademads presentaban estabilidad frente a la protedlisis enzimatica y en
general buena solubilidad, caracteristicas que los hacen buenos candidatos para ser
transportadores de moléculas terapéuticas (Farrera-Sinfreu et al., 2005).

En ese sentido, se realizaron pruebas para evaluar la posibilidad de que estos y-péptidos pudieran
tener actividad anti-leishmania, puesto que otros tipos de y-péptidos presentaban esta
caracteristica. La resistencia a farmacos que el pardsito de esta enfermedad ha desarrollado, ha
hecho crecer la necesidad de desarrollar nuevos compuestos. Aunque los péptidos testados no
exhibieron este tipo de actividad, si quedé demostrada su capacidad para atravesar la membrana
del parasito sin formar poros, abriendo asi un abanico de posibilidades en los que utilizar estos y-
péptidos como transportadores de nuevos compuestos. El grupo también evalué su capacidad
microbicida, observando un posible uso como antimalaricos (Carbajo, 2012).

Adicionalmente, el grupo también estudié la capacidad de estos péptidos para penetrar una de las
barreras biolégicas mas importantes, la barrera hematoencefalica (BHE) (Pulido, 2014). La BHE es
una formacidn de células endoteliales que recubren los capilares del cerebro y lo protegen pero a
la vez permiten el paso de nutrientes, manteniendo un equilibrio dptimo para el cerebro. En la
industria farmacéutica, el uso de modelos in vivo como los ratones modificados genéticamente,
para determinar si un fdrmaco atraviesa o no esta barrera es muy importante. Estudios realizados
con técnicas de escaneo como el PET permiten hacer un seguimiento de estos compuestos a
tiempo real, siempre y cuando estos lleven unido un fluorocromo. La desventaja que presenta este
tipo de modelos es su elevado coste tanto de la técnica como la obtencién del modelo.

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, se ha convertido en los ultimos afios en un modelo
atractivo in vivo para estudios de alto rendimiento de cribaje (screening) farmacéutico para
evaluar su capacidad de atravesar la BHE. A nivel estructural, la barrera de este modelo comparte
algunas caracteristicas con la barrera de los vertebrados, asi como cierta homologia en proteinas
importantes en la funcion de la barrera. Otra ventaja atractiva de este modelo es la posibilidad de
marcar de forma fluorescente la BHE, facilitando el estudio farmacoldgico de los péptidos con
capacidad para penetrar en ella. Algunos de los péptidos estudiados fueron capaces de atravesar
la barrera (Pulido, 2014).

Animados por estos resultados, nuestro grupo quiso seguir indagando en el uso de éstos péptidos
como potenciales tratamientos en regeneracidon axonal y enfermedades neurodegenerativas, en
los que se necesita que el tratamiento atraviese la BHE. En esta tesis, se ha realizado la evaluacidn
de una quimiolibreria formada por 50 y-péptidos sintetizados mediante la estrategia Fmoc/Boc, a
partir del mondmero cis-y-amino-L-prolina. La estructura de los péptidos utilizados se puede
encontrar en la tesis doctoral de un miembro del grupo de la doctora Royo (Carbajo, 2012),
aunque en la figura 18, esta representada la estructura general de los péptidos. Estos péptidos
pueden podrian ser utilizados como herramienta terapéutica con posibles aplicaciones en el
campo de las enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 18. Estructura general de los y-péptidos derivados de prolina. Estos péptidos estan formados a partir del
mondmero cis-y-amino-L-prolina, aportando rigidez a la estructura. Tomado de la tesis doctoral de Daniel Carbajo, 2012.
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La enfermedad de Alzheimer se esta abriendo paso entre las enfermedades con mas incidencia en
el mundo. Ya se considera la forma mas comun de demencia y el nimero de casos aumenta dia
tras dia, convirtiéndose tanto en un problema social como econdmico. Eso ha llevado a que la
comunidad cientifica dedique cada vez mas esfuerzos en conocer mejor esta patologia y en
encontrar una posible terapia efectiva. Des de su descubrimiento en 1906 hasta el dia de hoy, se
ha producido una gran mejora tanto en técnicas microscépicas como de neuroimagen que han
facilitado mucho su estudio y diagnéstico.

Por otra parte, el estudio de la proteina pridnica celular y en especial sus funciones, ha sido unos
de los temas centrales en el panorama cientifico reciente. Desde su descubrimiento por Stanley B.
Prusiner como agente proteico causante de las enfermedades pridnicas, a esta proteina se le han
atribuido una gran variedad de funciones, aunque uno de los hallazgos mds recientes ha sido la
posible conexion entre ésta y la EA.

Parkin et al., publicaron en 2007 la intervencién de PrP® en la produccién del péptido beta
amiloide, por su interaccién con BACE1, proteasa implicada en el procesamiento de APP. Mas
recientemente, otro estudio publicado en 2009 por el grupo de SM Strittmatter afirmaba que PrP°
interacciona con los oligdmeros de AR, pudiendo ser un receptor especifico de alta afinidad y un
mediador de la sefalizacién inducida por éstos. Este hecho ha sido corroborado por algunos
estudios pero contradicho por otros, probablemente debido a la alta heterogeneidad que existe
tanto en los modelos animales como en los protocolos de obtencion de los ADDLs utilizados en los
diferentes laboratorios.

Estudios previos realizados en nuestro grupo indican que la agregacién de PrP¢ en la superficie
neuronal mediante el uso del anticuerpo SAF61, activa la via de Fyn y otras cinasas intracelulares
in vitro, iniciando asi una cascada de sefializacion que induce la fosforilacion de tau en el epitopo
tirosina 18, un epitopo que también se encuentra fosforilado en pacientes de EA. Tau es una
proteina asociada a microtubulos que promueve su estabilizacién y polimerizacion en condiciones
fisiolégicas, y en un estado de fosforilacion que depende del balance entre diferentes cinasas y
fosfatasas. Un desequilibrio de este sistema, causa la hiperfosforilacion de la proteina impidiendo
su unién a los microtubulos y por ende su estabilizacion, ya que se agrega en forma de ovillos. Sin
embargo, no se conoce con exactitud cudl es el mecanismo por el que los oligémeros de AR
provocan este desequilibrio que resulta en la agregacién de tau.

Por ultimo, debido a que los tratamientos aprobados actualmente no mejoran ni frenan la
enfermedad de forma permanente, han surgido una gran multitud de alternativas con el objetivo
de buscar terapias mds efectivas para la enfermedad, que se basan, por ejemplo, en la
inmunoterapia o la modulacién de complejos enzimaticos relacionados con la generacion del
péptido amiloide. Una problematica afadida, estd relacionada con la administraciéon de estos
tratamientos, concretamente con el estadio de aplicacién de la terapia. En esta enfermedad en la
que la degeneracién empieza en un punto muy anterior al momento en el que el paciente empieza
a mostrar sintomas, es muy importante poder proporcionar el tratamiento antes de que el dafo
sea irreversible. Estudios enfocados en detectar cambios sutiles en biomarcadores u otras
moléculas susceptibles de padecer cambios en esos estadios iniciales seran de una gran ayuda
para prevenir la enfermedad o evitar incluso su aparicion.

Los péptidos capaces de penetrar la membrana plasmatica, e incluso la barrera hematoencefilica,
han ido cobrando protagonismo en el terreno clinico, por su uso como transportadores, aunque su
potencial intrinseco como farmaco no ha sido muy estudiado.
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En base a estos antecedentes, la finalidad principal de esta tesis es el estudio del papel de la

proteina pridnica celular en la enfermedad de Alzheimer y la caracterizacion de una libreria de y-

péptidos para encontrar un posible tratamiento.

Para llevar a cabo este estudio se plantearon los objetivos que se exponen a continuacién:

Objetivo 1.

Objetivo 2.

Objetivo 3.

Objetivo 4.

Objetivo 5.

e |

Caracterizar el papel de PrP en la fosforilacion de tau inducida por los
oligémeros de AB in vitro en cultivos procedentes de animales knockout para PrP°
o tg20, asi como también en cultivos, procedentes de animales WT, con la

expresion de la proteina silenciada mediante el uso de lentivirus.

Caracterizar el papel de PrP en la acumulacién de AB en el modelo triple
transgénico APP/PS1/Prnp”° y APP/PS1/Tg20.

Determinar el papel de PrP¢ en la capacidad infectiva del prion en animales
triples transgénicos inoculados con dos cepas pridnicas adaptadas a ratén, y
expresion de diferentes dosis de PrP°.

Analizar el perfil de expresion de PrP® in vivo en muestras de pacientes de
Alzheimer del estadio | al VI, en los diferentes estadios de la enfermedad, y del
modelo murino APP/PS1 a diferentes edades.

Screening de una libreria de y-péptidos derivados de prolina para evaluar su
posible uso como tratamiento para el Alzheimer.
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La presente tesis se basa en dos publicaciones realizadas durante el periodo de doctorado,
Capitulo 1 y Capitulo 2, junto con un tercer Capitulo de resultados no publicados.

Capitulo 1
Cellular prion protein modulates B-amyloid deposition in aged APP/PS1 transgenic mice.

Ordonez-Gutiérrez L, Torres JM, Gavin R, Antén M, Arroba-Espinosa Al, Espinosa JC, Vergara C, Del
Rio JA, Wandosell F.

Neurobiol Aging. 2013 Dec; 34(12):2793-804. doi: 10.1016/j.neurobiolaging.2013.05.019. Epub
2013 Jul 4.

Referencia: (Ordonez-Gutierrez et al., 2013)Ordonez-Gutierrez, L., J. M. Torres, R. Gavin, M. Anton,
A. I. Arroba-Espinosa, J. C. Espinosa, C. Vergara, J. A. Del Rio, and F. Wandosell. "Cellular Prion
Protein Modulates Beta-Amyloid Deposition in Aged App/Ps1 Transgenic Mice.". Neurobiol Aging
34, no. 12 (Dec 2013): 2793-804.

Capitulo 2

Role of PrP® Expression in Tau Protein Levels and Phosphorylation in Alzheimer's Disease
Evolution.

Vergara C, Orddnez-Gutiérrez L, Wandosell F, Ferrer |, Del Rio JA, Gavin R.
Mol Neurobiol. 2014 Jun 26. [Epub ahead of print].

Referencia: (Vergara et al., 2014)Vergara, C., L. Ordonez-Gutierrez, F. Wandosell, . Ferrer, J. A. Del
Rio, and R. Gavin. "Role of Prp Expression in Tau Protein Levels and Phosphorylation in Alzheimer's
Disease Evolution." Mol Neurobiol (Jun 26 2014).

Capitulo 3

Molecular screening of a Cell-Penetrating cis- -Amino-L-Proline-Derived Peptides library as
inhibitors of A production

123 Daniel Carbajo *, Fernando Albericio®, Isidre Ferrer®,
1,2,3

Cristina Vergara™®?, Patricia Carulla

1,2,3

Miriam Royo", Rosalina Gavin™“?, José Antonio Del Rio

En preparacion.
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Capitulo 1:

Cellular prion protein modulates B-amyloid deposition in aged APP/PS1
transgenic mice

Orddifiez-Gutiérrez L, Torres JM, Gavin R, Anton M, Arroba-Espinosa Al, Espinosa JC,
Vergara C, Del Rio JA, Wandosell F

Resumen:

La agregacion de proteinas mal plegadas es una caracteristica comdn en la enfermedad de
Alzheimer vy las prionopatias. En la EA, se produce una agregacién de AP y tau hiperfosforilada, y
en las prionopatias, una agregacion de la proteina pidnica celular (PrP) en su conformacion
aberrante llamada PrP*. Recientemente, se ha vinculado la PrP® con el Alzheimer, viéndose una
interaccién directa entre los oligémeros de AR y PrPS. Se ha propuesto también que PrP° participa
en la supresion de la plasticidad sinaptica inducida por los oligdmeros, poniendo en el punto de
mira a esta proteina como una posible diana terapéutica.

En colaboracion con el laboratorio de Francisco Wandosell, en esta publicacién se ha estudiado el
papel del procesamiento y la acumulacién del péptido AB en la infectividad del prién, asi como el
efecto de la carga proteica de PrP¢ en el depésito de AP.

Utilizando animales APP/PS1 inoculados con diferentes cepas de prién, hemos observado que la
infectividad del prién no se veia afectada por este genotipo, puesto que los niveles de
supervivencia no variaban de forma significativa, ni tampoco por la presencia de AB o pos sus
depésitos.

El uso de animales transgénicos con diferente carga génica de PrP, nos ha permitido ver que la
acumulacién de los péptidos de AB en placas seniles estaba directamente correlacionada con la
expresion de PrP® en animales de mayor edad, siendo su densidad mas elevada en aquellos
animales sobreexpresantes de PrPS, a diferencia de los animales KO para la proteina.

Por ultimo, animales APP/PS1 triple transgénicos con diferente carga génica de PrPS, nos ha
permitido ver que una sobreexpresidn de la proteina causaba un aumento de fosforilacién en uno
de los primeros epitopos que estan fosforilados también en la enfermedad independientemente
del genotipo APP/PS1.

Estos resultados confirman que PrP® estd relacionada con el metabolismo de la proteina APP,
precursora de AB, y sugiere que el depdsito del péptido AB esta modulado de forma patoldgica por
PrpS.
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Alzheimer's disease and prion diseases are neuropathological disorders that are caused by abnormal
processing and aggregation of amyleid and prion proteins. Interactions between amyloid precursor
protein (APP) and PrP* proteins have been described at the neuron level. Accordingly to this putative
interaction, we investigated whether p-amyloid accumulation may affect prion infectivity and,
conversely, whether different amounts of PrP may affect i-amyloid accumulation. For this purpose, we
used the APPswe/PS1dEY mouse line, a commoen model of Alzheimer's disease, crossed with mice that

ﬁmgf;eneralion either overexpress (Tga20) or that lack prion protein (knock-out) to generate mice thar express varying
Aging amounts of prion protein and deposit f-amyloid. On these mouse lines, we investigated the influence
Amyloid of each protein on the evolution of both diseases. Our results indicated that although the presence of
Prion APP/PS1 and [i-amyloid accumulation had no effect on prion infectivity, the accumulation of f-amyloid

Signaling deposits was dependent on PrP®, whereby increasing levels of prion protein were accompanied by a

significant increase in f-amyloid aggregarion associated with aging.

@ 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Abnormal protein processing, misfolding and aggregation are
common pathological features of Alzheimer's disease (AD) and
prion diseases. AD is largely characterized by the pathological
misprocessing of 2 proteins: intraneuronal tau, which accumulates
as paired helical filaments (PHFs), and the extracellular -amyloid
peptide {AB), which accumulates in senile plaques (Querfurth and
LaFerla, 2010). The Af peptide is generated by the proteolytic pro-
cessing of the amyloid precursor protein (APP} and its accumulation
in the brain of affected individuals is 1 of the hallmarks of AD
(Selkoe, 2001). Several transgenic mice that develop brain deposits
of human Ap have been generated to study amyloidosis develop-
ment, such as the mice carrying both the Swedish APP mutation and
dE9 or A246E point mutations of presenilin 1 {P51) ( Feraudet et al.,

* Corresponding author at Centro de Biclogia Molecular “Severe Ochoa®,
CSIC-UAM and CIBERNED, Universidad Autonema de Madrid, ¢/ Micolds Cabrera 1,
Cantoblanco, 28049 Madrid, Spain. Tel.: +34 911964561; fax: +34 911964420,

E-muail address: fwandosell@cbhm.uam.es (F. Wandosell}.

0197-4580(% — see front matter & 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http:/fdx.doi.org 10.1016/j.neurobiclaging.2013.05.019

2005; Scheuner et al,, 1996), widely used as an AD model (Borchelt
et al., 1997; Reiserer et al.,, 2007},

Accumulations of prion protein are generated by the conver-
sion of the normal cellular prion protein (PrP*) to the infectious
misfolded form (PrP®¢), and they are the causative agent of prion
diseases and transmissible spongiform encephalopathies (Haig
and Clarke, 1971). PrP© is a sialoglycoprotein, membrane anchor
by a glycosylphosphatidylinositol (Stahl et al, 1987), and it is
predominantly expressed in neural tissue (Bendheim et al, 1992;
Brown et al., 2000; Pammer et al, 1998). PrP® has been impli-
cated in cell—cell signalling and cell adhesion during embryo-
genesis (Cashman et al, 1990; Dodelet and Cashman, 1998;
Manson et al., 1992; Reilly, 2000), although genetic ablation of the
prion protein gene {FRNFP} in mice does not drastically compro-
mise embryonic viability, indicating that PrP© is dispensable dur-
ing ontogeny (Bueler et al., 1992).

The relationship between AD and prion disease has already been
described (Baier et al., 2008). Moreover, a recent study described
the binding of A oligomers to PrP* and proposed that PrP* is
required for the suppression of synaptic plasticity by Ap oligomers
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{Lauren et al, 2009). Thus, PrP® was proposed as a potential target
to reduce A deposition (Gimbel et al., 2010}, although subsequent
in vivo experiments reported Ap-induced memory impairment in
the absence of PrP® (Balducci et al., 2010). Together with recent
findings attributing some prion-like behavior to AR (Calella et al.,
2010; Feraudet et al, 2005; Morales et al,, 2011), these data sug-
gest that these monomeric and oligomeric peptides interact in vivo.
Based on these findings, we investigated the effect of Af} peptide
accumulation on prion infectivity and, conversely, the effect of
differential PRNP gene dose on AP deposition.

To analyze the putative relationship between both proteins
in vivo, we crossed APP{PS1 transgenic mice with mice in which
PrP° was deleted, or overexpressed, thereby generating APP/PS1
double-transgenic mice expressing 4 distinct PRNP gene doses.
Prion infectivity was unaffected by the presence of AR peptide or Aj
deposits, and, as expected, only the absence of PrP® compromised
prion infectivity. By contrast, the accumulation of Afy peptides in
senile plaques in brain parenchyma was directly correlated with
PrP© expression in older animals. These findings confirm that PrP®
and APP metabolism are closely linked, and suggest that the
deposition of Ap peptide is pathologically modulated by PrP~,

2. Method
2.1. Experimental animals

We used 3 transgenic mouse lines (Table 1) to generate the 8
senotypes analyzed: the B6.Ce-Te (APPSwe, PSEN1dE9){] mouse
line (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME; stock no. 005864), which
expresses human APP (Swedish mutation} and presenilin 1 with a
deletion in exen 9 {APP{PS1}; the PrP* knockout mouse line, 129P2/
OlaHsd-Prmpt™2Ediniy (pmp®/°), which has been described previ-
ously (Manson et al., 1994); and the Prp®*2” mouse line (Institut
Mational de la Recherche Agronomique; INRA, Tours, France),
generated by introducing a PrP-encoeding construct into Prp®/®
mice (C57BL{G-12957/5Sv-Tg20) (Fischer et al., 1996). In our animal
facility, hemizygous Prnp®? expressed 3 to 4 times more PrP° than
wild-type animals (see below).

To compare the effect of PrP° level on A accumulation, trans-
genic APP/PS1 mice and non-transgenic mice with the same genetic
background (APP/PS1 ! )} were crossed with either Prmp®® or
Pmp'®*?° mice to generate mice with distinct genotypes but on the
same mixed genetic background (Table 1).

Animal care and handling was performed in accordance with
Spanish legislation (Spanish Royal Decree 1201/2005 BOE pub-
lished Qctober 21, 2005) and the guidelines of the European Com-
mission for the accommodation and care of laboratory animals
{revised in Appendix A of the Council of Furope Convention
ETS123). The use of wild-type and transgenic animals was an ab-
solute requirement for this project; however, experiments were
designed to minimize the use of animals. All transgenic mice and
non-transgenic littermates were group-housed in standard cages
with fiber bedding, under a 12-hour light{12-hour dark cycle and
with access to food and water ad libitum.

2.2, Genotyping

Genotype was confirmed by polymerase chain reaction (PCR)
analysis of tail biopsy samples taken from young mice.

APP/PS1 and APP/PS1 | mice were genotyped using 3 primers
as described previously (Jankowsky et al., 2001 }: 1 antisense primer
matching the sequence within PrP (51 CTGGATACCCCCTCCC-
CCAGCCTACACC); 1 sense primer specific for the transgene (PS1:
5_: CAGGTCGTGGAGCAAGATG, APP: 5t CCGACATCTCTGAAGTG-

_ [

AAGATGGATG); and a second sense primer specific for the genomic
PrP (5': CCTCTTTGTGACTATGTG GACTGATGTCGG).

Prp®® transgenic mice were genotyped using the following
primers: 5-ATGGCGAACCTTGGCTACTGGC-3" and 5'-GATTATGGG-
TACCCCCTCCTTGG-3' for the PRNP gene (Castilla et al, 2003);
and 5 CGCTTGATCCGGCTACCTGCCC-3' and 5'-AGCTCTTCAGCAA-
TATCACGGG-3' for the neo gene.

Prnp'®*Y transgenic mice were genotyped using the primers 5'-
CATTCTGCCTTCCTAGTGGTACC-3' and 5'-GCGAAGAACAAGCAGGA-
AGG-3'.

2.3, Prion inoculation

The prion inoculates used in this study were prepared from
brain tissues as 10% (wjv} homogenates in 3% glucose. The mouse
scrapies 221 inoculum was pooled from 3 brains of terminally
diseased 129/0la mice intracranially inoculated with 22L (kindly
provided by Dr Ollivier Milhavet, IHG, CNRS, and Montpellier,
France). The murine BSE (bovine spongiform encephalopathy)
inoculum was generated by 3 serial passages of bovine BSE in
intracranially inoculated129/0la mice. The final mouse-adapted
BSE was pooled from 3 brains of terminally diseased BSE-
inoculated mice. Individual mice (6—8 weeks old) were anes-
thetized and inoculated with 20 L of brain homogenate in the right
parietal lobe using a disposable 25-gauge hypodermic needle. Mice
were observed daily, and their neurological status was assessed
weekly. When progression of transmissible spongiform encepha-
lopathies was observed, the animals were sacrificed, and their
brains were harvested for subsequent biochemical and histological
analysis. In all cases, the survival time and attack rate were

Table 1
Generabion of ransgenic mice

Breeding protocol
Fo

APP-PSI+ X PmpiPmp®

F1
Pmp®/+ APP-PE1H Pmp°f+ X

F2 l

Pmpti+

Pmp"/Pmp”

APP-PS1/+ Pmpilt  APP-PS1/+ Pmp® Pmp*

e, He APPPS1+ Pmp'Pmp® Pmp®+  APP-PS1/+Pmpl+ APP-PS1/4Pmp"/Pmp®

Experimental groups of mice

Fo

APPPSI+ X Pmp™™ pmp™™

APP-PS1/+; Pmp™j+ ++Pmp ™=+

+l+;+}+  APP-PS1f+ APP-PS1/+Pmp®®fs PmpSjs

Experimental groups of mice

Genotypes AFP-P51; Prop/Prop
APP-PS1[* ; Prnp®/Prnp®

4+ ; Pmp®/Prap®

APP-PS1[* ; Prap®l*
APP-PS1[* ; Prp®l*
APP-PS1[* ; Prptit

Generated lines (Used names)
APP/PS1 Prop ofo

APP/PS1 | Pmp ®°

APP/PS1 Pmp *®

APPPS1 | prmp *°

APP/PS1 Pmp *1+

4 APP/PS1 | Pmp 1t
APP-PS1J* ; Prnp'#:20/ APP[PS1 Pmp %230
<+ 3 Propte20t APP/PS1 | pmp 0

Schematic representation of the breeding protocel and the experimental groups
used. Transgenic mouse lines were generated by crossing APP/PS1 and APP/PS1 /
mice with either Prnp®®, or Prap™ mice to generate distinct lines expressing
0 (Prnp®®), 1 (Prap*’™), 2 (Prop*'*) or multiple (Prap*™27) copies of the Pmp gene.
MNames used along experiments refer to the specific genotype.
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calculated for each inoculums: survival time was expressed as the
mean {+=5SEM ) number of days survived post-inoculation for all mice
positive for Pre™®® (abnormal prion protein) attack rate was calcu-
lated as the proportion of inoculated mice positive for PrP®e,

2.4. Tissue sampling

Mice were sacrificed by CO; inhalation (uninoculated animals)
or cervical dislocation (prion transmission experiments}, and their
brains were removed and split into 2 hemibrains. One hemibrain
was snap-frozen on dry ice for subsequent homogenization,
whereas the other was fixed for 24 hours in 4% paraformaldehyde
(PFA) in phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) and cryoprotected
in graded concentrations of sucrose (15%—30%) in PBS. The fixed
tissue was then set in O0.C.T. compound {Tissue-Tek, Sakura, ML} and
frozen at —80 °C.

2.5. Tissue processing

Brain tissue for enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs)
was homogenized in 8 volumes of ice-cold guanidine buffer
{5 mol/L guanidine/HCl, 50 mmel/L Tris HCl, pH 8}. The homoge-
nates were mixed for 3 hours at room temperature and stored
at =20 °C. To analyze the brain tissue in Western blots, it was ho-
mogenized in 3 volumes of ice-cold lysis buffer {20 mmol/L HEPES,
100 mmol/L NaCl, 100 mmol{L NaF, 1 mmel/L NaVO,, 5 mmoljL
EDTA, 1% Triton X100) with protease inhibitor cocktail (Roche
Diagnostic) and 1 pmol/L okadaic acid (Calbiochem). The homog-
enate was then centrifuged at 4 °C for 20 minutes at 16,000 = g and
the supernatant stored at —20 °C. The protein concentration was
measured using the BioRad DC Protein Assay ( BioRad) following the
manufacturer's protocol and before resolving the proteins, loading
buffer {10% sodium dodecyl sulfate [SDS], 0.5 mmol/L dithiothreitol,
325 mmol{L Tris HCl, pH 6.8, 87% glycerol, and bromophenol blue}
was added to the supernatants.

2.6. ELISA guantification of AG (1-40 and 1-42)

Brain homogenates were diluted 1:50 in PBS—Tween—bovine
serum albumin (BSA)} buffer (0.03% Tween-20, 5% BSA in PBS}
before centrifugation (16,000 = g for 20 minutes at 4 °C), and the
supernatant was analyzed immediately. Brain amyloid burden was
measured using the Ap40 or Aj}42 Human ELISA kit (Invitrogen)
following the manufacturer's protocol. Plate absorbance was
measured at 450 nm using an Opsys MR microplate reader (Dynex
Technologies).

2.7. Gel electrophoresis and Western blots

Non-infected mouse brain extracts were resolved by SDS/poly-
acrylamide gel electrophoresis (PAGE; 20 pg proteinflane) and
transferred onto nitrocellulose {(Whatman) or PVDF (Millipore)
membranes. The membranes were incubated in 10% solution of
non-fat milk for 1 hour at room temperature and after overnight
incubation at 4 °C with the primary antibody; they were washed in
0.1% Tween-PBS and incubated with the secondary horseradish
peroxidase—conjugated antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). The antibody binding was detected with Super-
signal (Pierce}, using GAPDH or actin as internal controls. The in-
tensity of each band was determined using Image] software
(Mational Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

To PrPReS determination, frozen mouse brain samples were ho-
mogenized in 5% glucose in distilled water using grinding tubes
{Bio-Rad} and adjusted to 10% {wjv} using the TeSeE Precess 48
Ribolyser COGER (Bio-Rad) according to the manufacturer’s

instructions. All samples were analyzed in Western blots using the
TeSeE Western Blot kit (Bio-Rad), adjusting for the different
amounts of sample used as described previously {Padilla et al.,
2011). Briefly, to obtain the recommended volume, 100 pl of
brain homogenate was supplemented with 10% (w/v) negative
sheep brain homogenate to obtain a final volume of 200 pl. Pro-
cessed samples were loaded on Criterion 12% acrylamide gels
(165.6001, Bio-Rad) and electrotransferred to immobilon mem-
branes (IPVH 000 10, Millipore ). For immunoblotting experiments,
Sha31l mAb (Feraudet et al., 2005) was used at 1 pg/ml, and the
immunocomplexes were detected as previously described.

2.8. Antibodies

Several antibodies were used for immunchistochemistry and to
probe Western blots. Amyloid species were detected using 6E10
(#S1G39320, Covance) that identifies amino acid residue 1-16 of AR,
and 22C11 (#MAB348, Millipore) that recognizes the N-terminal
epitope of APP. PSD95 (#3450, Cell Signalling) and Synapsin-1
(D12G5) XP (#5297 Cell Signalling) were used as controls for syn-
aplic proteins. Astrocytes were detected using anti-glial fibrillary
acidic protein (GFAP; #556327, BD Pharmigen), f-secretase {BACE)
with (D10ES; #5606, Cell Signalling), and PrP® with anti-PrP 6H4
(#01-010, Prionics). Different tau phosphorylation sites were
identified using: pTau Tyr18 (9G3), a gift from Prof. Cloria Lee
(University of lowa); pTau Thr181 (#11107, Signalway Antibody);
pTau Ser199/202 (pSpS; #44-7638G, Invitrogen) and pTau Ser396/
404 (PHF-1), a gift from Prof. Peter Davies ( Albert Einstein College of
Medicine, Bronx, NY, USA), Total levels of tau protein were deter-
mined using monoclonal Taus antibody (#AHBOO42, Invitrogen).
Kinase levels were determined using the following antibodies, all
from Cell Signalling: phospho-pd44/42 MAPK (Erk1/2; Thr202]
Tyr204) E10 (#9106); phospho-GSK-«fi (Ser21/9; #9331); Akt
(#9272); phospho-Akt (Serd73; DIE) XP (#4060}; and phospho-Akt
(Thr308; #9275). The autophagy pathway was analyzed using the
following antibodies: anti-LC3B {microtubule associated protein-1
light chain 3; #L7543, Sigma}; phospho-56 ribosomal protein
(Ser240/244; #2215 Cell Signalling); and p70 56 kinase « (C-18)
(#sc-230 Santa Cruz Biotechnology, Santa Crugz, CA, USA).

GAPDH (#9484, Abcam} or anti—f-actin (#MAB1501 Millipore
or #A5441 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA ) were used as internal
controls.

2.9. Immunochistochemical studies

Hemibrains were fixed in 4% PFA and 30-pm-thick coronal
cryostat sections (Leica) were pretreated with 70% formic acid
before blocking in serum for 1 hour. The sections were then incu-
bated for 1 hour with the 6E10 anti-Af antibody { 1:1000; Covance)
or anti-GFAP (1:1000 dilution; BD Pharmigen) and after washing,
they were incubated with anti-rabbit or anti-mouse biotinylated
secondary antiboedy for 30 minutes. Antibody staining was visual-
ized with the Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratories) using
diaminobenzidine (DAB) as the chromogen (Sigma Aldrich). Finally,
the slices were mounted on slides and coverslipped with with
Entellan New medium {Electron Microscopy Sciences).

For immunofluorescence assays, following incubation with the
primary antibody and subsequent washing, the sections were
incubated with anti-rabbit Alexa 488 and anti-mouse Alexa 555
conjugated secondary antibodies (Invitrogen). After washing, DAP1
{Invitrogen ) was used to label the cell nuclei and the sections were
mounted with Fluoromount G {Southern Biotech). Finally, sections
were visualized by light and fluorescence microscopy [ Axiovert 200,
Zeiss) and images were captured using a SPOT RT Slider camera
(Diagnostic).
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2.10. Image analysis and quantification of amyloid plague load

Analyses were performed using Image] software, and the area
occupied by amyloid plaques was represented as a percentage of
the total area analyzed.

2.11. Statistical analysis

Data were analyzed using the Student t test or the rank sum test.

3. Results
3.1. Generation of transgenic mice and survival analysis

Animals of the APP/P51 mouse line have been reported to die
prematurely (Gimbel et al,, 2010; Halford and Russell, 2009). Thus,
to evaluate the effects of different levels of PrP expression on APP{
PS1 mortality, we monitored longevity from 0 to 9 months in 950
individual mice of 8 distinct genotypes of APP/PS1 and APP/PS1 f
mice expressing different levels of Pre© relative to wild-type mice:
Prap'#2° (4- to 6-fold increase), Prmp*!* (equivalent), Prap*/® (50%)
and Prmp®® (none) (Table 1). Although mortality in our APP/PS1
colony was not as high as that previously described (Gimbel et al.,
2010), differences in longevity were not linked to PRNP gene
dose; rather, they were associated with the presence of the APP/PS1
double transgene (Fig. 1). The survival rate of all APP{PS1 animals
was reduced as compared with APP/PS1 | mice (p < 0.05), irre-
spective of the PrP° burden, although near-significant differences in
survival were observed between APP/PS1 Pmp®® and APP/PS1
Pmp'®2® mice (p = 0.056).

3.2, Prion infection

To determine the influence of amyloid processing and deposi-
tion on the infective capacity of prions, we analyzed the trans-
mission of 2 different prion inocula, mouse 221 and mouse-adapted
BSE, in APP{PS1 transgenic mice as opposed to in wild-type (APP/
ps1 ! ) mice. The survival rates of APP/PS1 transgenic mice (129 +
2 days) and APP/PS1 | mice (139 + 7 days) inoculated with 221 did
not differ significantly. When inoculated with a mouse-BSE ino-
culum, the mice survived longer than the 22L-inoculated mice,
although there were no significant differences between APP/PS1 |
(201 + 9.8 days) or APP/PS1 (182 + 1 days) mice. Moreover, Prip®®
mice used as a negative control exhibited no symptoms alter prion

o

E 105 —4— APPF31 Prrp 44

“; —d—APPIFS1 - Pinp 44

En 4 =y—APRIF31 Pmp oo

E —k—APPIPS & Pmp oo

© ——APRIPS Proptgadd
[1:1:] =—f—=APPIP31 /- Pinp ga20
03 - - —_ |

1 2 3 4 5 6 I8 9 age[months)
Fig. 1. Survival of the different transgenic mouse lines. Cumulative survival time of
APP{PS1 and APP/PS1 | mice in which PrP° was overexpressed (Pmp™%), deloted
[Pmp""“j. or normal (wild type; Prrap"f“} was recorded over 9 months. Survival was
only reduced in colonies expressing the AFP(PS1 ransgene.

e ]

Table 2

Intracerebral transmussion of 2 prion strains in the presence or absence of APP/PS1
Inocula APP[PS1 Altack  Survival time  n pValue

gene rate (r test)

221 e 100 12825+ 8089 4 NS
221 tf4 100 13895 £511 4
Mouse adpated BSE =~ —[- 100 20117 £ 983 6
Mouse adpated BSE +/+ 100 182+ 0 5

Two prion strams (122 and mouse-adapted BSE) were intracerebrally inoculated
inte the dilferent transgenic mouse lines. Data represent the mean (£5EM) survival
(in days) and attack rate (%), in the presence/absence of the APP/PS] transgene.
Key: NS, not significant.

injection (data not shown). Taken together, these findings suggest
that APP{PS1 does not affect the infective capacity of prions or the
progression of prionopathy in this murine model {Table 2}. In
Western blots there were no differences in the molecular profile of
PrP®* between the different mouse lines inoculated with the same
inocula, indicating that the presence of APP/PS1 during prion
replication does not alter the biochemical properties of Prp*
(Fig. 2). Analysis of the effect of APP{PS1 on prion infectivity
revealed no differences between 22L-inoculated APP{PS1 and APP{
PS1 | mice expressing different levels of PrP*. By contrast, the
infectivity of the 221 inoculum differed according to PrP° gene dose,
ranging from 215 to 243 days in Prnp*/® mice to 79 to 82 days in
Pmp'#%° mice (Table 3). Only in the case of Prmp*/® mice did we
detect a slight difference containing APP{F51 or not (215.75 + 2.59
vs. 243.83 £ 7.12, p = 0.015). Therefore, strongly support the hy-
pothesis that prion infectivity is dependent on PrP* levels but not
necessarily on amyloid burden.

3.3 Amyloid peptide accumulation

We next investigated the effect of PRNP gene dose on the
deposition of A(1-40 and ARG1-42, and the number of amyloid-
positive plaques, analyzing the evolution of A deposits in the
different groups of mice (Table 1) from 1 to 9 months of age, using
in all cases the corresponding littermates, as indicated in the
breeding protocol.

ELISA results showed that Af1-40 and Ap1-42 accumulation
increased with age in all genotypes expressing APP/PS1 (Fig. 3A).

22L Mouse-BSE
SE 8 §EE
L, fEEEEE
i
- __L .

Fig. 2. Molecular profile of PrP®e* detected in APP(PS1 mice. Tissue samples were
digested with PK (see Method section), and the protease-resistant material was
analyzed in Western blots probed with the monoclonal Sha3l antibody, revealing
comparable glycoprofiles of brain PrP* in all mouse lines inoculated with the same
inocula.
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Table 3
Intracerebral transmission of the 22L prion strain in APP/PS1 and APP/PS1 | mice
expressing different levels of Pri®

APP/PS] gene Prop zene Attack rate Survival time n p Value
(r tesr)

B tga 100 TA6T + 148 B NS

+[+ tga0 100 828 4+ 1.32 5

-|- ++ 100 12925 £ 809 4 NS

+i+ +/+ 100 13975 £ 511 4

/ + 100 24383 £ 712 [} 0015

e+ +- 100 21575+ 259 4

-f— ofo - - 5

++ ofo - - 5

Data represent animal survival as a funchion of Prf® expression. Note that prion
infectivity 15 positively correlated (early appearance) with Pri® bul not APP/PS1
expression, Only Pri* knockout mice {Prnp®’®) displayed no symptoms at any ime
during the study.

Key: NS, not significant.

Amyleid burden in younger animals’ brain was similar; however,
9-month-old mice showed significant differences in A(1-40 and
Ap1-42 depending on PRNP gene dose. The Ap1-40 highest levels
were detected in APP/PS1 Prmp™®®?” mice, which differed signifi-
cantly from those of Prnp®/® (p = 0.015) and Prap*/® {p = 0.037) mice
but not from those of Prap*’* mice (Fig. 3B). Analysis of Af1-42
accumulation revealed significant differences between Pmp'®®?
and Prap™/® mice (p = 0.034; Fig. 3B). As expected no human Ap
was detected in the APP/PS1 | Pmp™* or APP/PS1 | Pmp°®
control mice (data not shown). Surprisingly, the Ap1-42/A31-40
ratio increased in APP/PS1 Prup®® versus APP/PS1 Prnp'#®
mice, suggesting an association between y-secretase specificity and
PrP© dose.

To confirm our ELISA data and to visualize the oligomerization
state of the amyloid peptides, monomeric (3—4 kDa) and oligomeric
forms (12—14 kDa} of Ap were quantified in 9-month-old mouse
samples by Western blot. Increases in both the oligomeric (3-fold)
and menomeric (2-fold) forms were observed in the APP/PS1
Prnp'®32% with respect to the APP/PS1 Prnp*!* genotype (Fig. 4B), in
clear correlation with the ELISA data. Comparable levels of the
monomeric and oligomeric Aff forms were obhserved in Pmpc"r" and
Propt® mice.

These blot images confirmed the genotypes by analysis of PrP*
expression, which revealed a 3-fold increase in PrP® in Prap'®%°
mice with respect to Prp’ * mice (Fig. 4A), although the presence
or absence of APP/PS1 had no significant effect on PrP* expression in
brain extracts.

An analysis of the APP levels revealed similar levels of 22C11-
positive sAPP in all genotypes (Fig. 4A), irrespective of PrP©
expression. Similiar levels in transgenic APP were seen with 6el0
antibody that showed no signal on APFP/PS1 ! mice (Fg. 4A). To
rule out the possibility that variations of Af} peptide levels were due
to an aging-assaciated increase in fi-secretase accumulation, BACE1
levels were analyzed and were found to be comparable in all

genotypes (Fig. 4A).

34. Amyloid plague study

After quantifying the amyloid burden in the brains of all the
transgenic lines, we used immunochistochemistry to determine
whether the amount of Af peptides was correlated with the
number of senile plaques.

When Afi-immunoreactive plaques were visualized using the
BE10 antibody and DAB (see Method section), we observed an in-
crease from 3 to 9 months as we have seen by ELISA, both in the
cortex and hippocampus (Fig. 51}. Nine-month-old mice showed a

clear difference in plaque number and density in APP/PS1 Pi"i’l'p(‘g'ﬂu

versus APP[PS1 Pmpof") mice (Fig. 5A and B). If plaque density was
represented as the percentage of the relative area occupied by
plagues, the "amyloid deposit” area was much greater in APP/P51
Pmp'#*?Y mice, consistent with our previous findings. Moreover,
this area was significantly greater in APP/PS1 Prip H (5.54%) and
APPPS1 Prip'®*° (6.13%) mice than in APP/PST Prip®/® mice (4.1%,
p =0.015 and p < 0.001 respectively; Fig. 3]}.

The increases observed in AP burden and plaque size were
accompanied by a parallel increase in the astrocytic reactivity
around the amyloid plaques (Fig. 5SE—H). GFAP-reactive glia were
not diminished by PrP® deletion, and they appeared to be depen-
dent only on plaque size and complexity.

3.5. P-tau levels

A second important hallmark in many transgenic mouse models
of AD is an increase in tau phosphorylation, which may correlate
with the progression of amyleidosis (Feraudet et al., 2005; Kurt
et al, 2003). In our ransgenic mouse model, we analyzed the
levels of phosphorylated tau at different times (at 3, 6, and
9 months of age) using site-specific antibodies (PHF-1, Thr181, pSpS,
and 9G3) and a tau5 antibody as a control of total tau {detailed in
Methods section). When all the signals were normalized to those of
f-actin, significant increases in tau phosphorylation were detected
at 9 months in APP/PS1 Prnp®™® and APP/PS1 | Prnp®™® mice
using the 9G3 antibody only (Fig. 6A). A parallel analysis of the
phosphorylation status of GSK3, Erk, and Akt kinases, which may
influence tau phosphorylation, revealed no significant differences
between genotypes (Fig. 6B).

3.6. Synaptic proteins

In some AD transgenic mice (e.g., APPsynd line ]9 and APPq),
synaptic dysfunction has been shown to accompany the amyloidic
events (DeKosky and Scheff, 1990; Hsia et al,, 1999} and hence, we
studied the effects of overexpression or deletion of PrP® on an APP}
PS1 background on synaptic proteins (Fig. 7). Western blotting
revealed some differences in PSD95 expression, which decreased by
15% in mice overexpressing or lacking PrP®, as compared with
Prmip*/* mice, and it diminished by 10% in APP/PS1 | Pmp*/*
versus APP{PS1 Pmp”' mice, not statistically significant in any
case. Similarly, levels of syna})sin—I were 10% lower in APP/PS]
Prnp®® than in APP{PS1 Prnp™™ mice (p = 0.08).

3.7. Autophagy analyses

Medifications in autophagy has been described in AD patients
(Cataldo et al., 1996; Nixon et al, 2005), and treatment with
rapamycin, an mTORC1 inhibitor, reduces the amount of h-Aff and
amyloid plagues in some transgenic mouse models (Spilman et al.,
2010). To see the influence of prion levels on the evolution of AD,
we followed some autophagy markers searching any relation-
sheep between these both processes, We studied mTORC] activity
directly, by quantifying one of its immediate substrates (S6K), and
indirectly by measuring levels of phosphorylated pS6. There were
no statistically significant differences in S6K or PSER (Fig. 8). The
second method to estimate autophagy is to determine LC3-11 level
(i.e., (Tasdemir et al., 2008)). Our data showed that whereas
LC3Il levels were comparable in APP{PS1 Pmp*/* and APP/PS1
Prap®/® mice, significant differences were observed between APP{
PS1 Prap®2® and APP/PS1 Prap'!* mice (p = 0.018), as well
as between APP/PS1 Prnp'®*2¥ and APP/PS1 Pmp®® (p = 0.029)
mice (Fig. 8).
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4. Discussion
The accumulation of Af1-40{42{43 in senile plaques, 1 of the

pathelogical hallmarks of AD, increases with age in transgenic
mouse models (Johnson-Wood et al., 1997; Kawarabayashi et al,,

_ [

2001}, Indeed, we observed a progressive increase in amyloid
burden from 1 to 9 months of age in APP/PS1 mice irrespective of
the PRNP gene dose. Nevertheless, direct interactions between Ap
and PrP° have been proposed (Balducci et al., 2010; Lauren et al.,
2009), suggesting a potential relationship between AD and prion
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diseases. Although, using transgenic mice with amyloid deposits
and different levels of Pré® expression in the brain revealed no
major effect of PrP" dose on AP synaptotoxicity (Calella et al,, 2010),
memory {Balducci et al,, 2010), or effects on Af (1-40/42) accu-
mulation (Gimbel et al., 2010; Lauren et al, 2009; Schwarze-Eicker
et al., 2005). We performed a complementary study to analyze the
accumulation of amyloid deposits in the brain from 0 to 9 months.
Moreover, we evaluated putative molecular interactions between
PrP/PrP®c and APPJAB by studying the effect of differential PrP©
expression on amyloidosis, and the effect of varying amyloid levels
on prion infectivity.

Following the evolution of the amyloidosis, we observed a
progressive increase in amyleid burden from 1 to 9 months of age
in APP/PS1 mice irrespective of the PRNP gene dose; however, 9-
month-old mice showed significant differences. The lowest Ap
levels observed in our study were detected in APP/PS1 Prnp®®
mice at 9 months of age, although these levels did not differ
significantly from those of their APP/PS1 Prnp** littermates. In-
creases in PrP° dose in different genotypes were accompanied by
parallel and significant increases in Ap deposits, indicating a direct
dose-dependent correlation. Accordingly, APP/PS1 Prnp*®2? mice
exhibited the highest number of Aj containing plaques and the
greatest Ap1-40 and 1-42 burden. These parameters peaked in
9-month-old mice, suggesting a time-dependent interaction
between PrP° and amyloid burden. It is possible that the seeding
effect attributed to AP (Kane et al., 2000; Langer et al., 2011) may
be enhanced by PrP°, which colocalizes with Af} {Kaiser et al.,
2012). In fact interaction between PrP® and Ap42 has been
reported (Lauren et al,, 2009). Some data described the presence of
Pre© | accumulated in dystrophic neurites in AD (Takahashi et al.,
2011). These authors suggested that PrP® was a mediator of Af
oligomer induced synaptic dysfunction. But maybe, PrP® only
collaborate in plaque formation and this fact increases the toxic
consequences. Moreover y-secretase could be influenced by the
presence of PrP* near APP, and AP 40 or 42 production could be
modulated. This interaction could explain the important differ-
ences that we see in 42/40 ratio between Prmp®® and Prnp®®®",

PrP® has been proposed as a therapeutic target for AD and given its
proposed aggregatory effects on Af, reduction of PrP® expression
may decrease plaque formation (Chung et al., 2010).

As expected, increased Ap accumulation in plaques was corre-
lated with the presence of reactive astroglia, in line with previous
reports {llaria et al., 2011).

To elucidate the mechanism underlying PrP-dependent Ap
accumulation, we quantified the expression of the APP precursor
protein and the levels of (-secretase. No differences in APP
levels were ohserved at any time point in any of the genotypes. -
secretase has been implicated in amyloid production and plaque
formation (Cai et al,, 2011), and its activity is directly related to Ap
load (Capetillo-Zarate et al., 2012; Ho et al., 2005). Several authors
have proposed that [i-secretase cleavage of APP by BACE1 is
inhibited by PrP, and that the absence of PrP® promotes an increase
in AP production, supporting a relationship between [-secretase
and PrP* (Kellett and Hooper, 2009; Parkin et al.,, 2007). However,
most of these studies were performed in cell culture. We observed
no variation in BACE1 expression in older animals, thereby ruling
out this possibility. In fact some report indicated that the deletion of
PrP© did not affected APP or AR deposition in AD mouse model
(Griffiths et al, 2011} .Moreover, our in vivo results revealed a sig-
nificant increase in AP deposits in older animals expressing high
PrP* levels, with no significant effect on APP or BACE1 levels. Based
on these findings, it is tempting to speculate that it is not basal
amyloid levels that are modified but, rather, secondary events
associated with the degradation or alternative production of amy-
loid. In support of this view, disruption of autophagy and lysosomal
proteolysis has been described recently in response to PS1 muta-
tions {Borchelt et al., 1997). Moreover, the reduction in Af} levels
have been reported in some murine models of AD after treatment
with the mTORC]1 inhibitor rapamycin {jaeger et al., 2010; Nixon
el al., 2005; Spilman et al., 2010), although other studies failed to
reproduce such effects {Boland et al., 2010}). The level of S6K acti-
vation inferred from S6K-Thr 289, showed no significant differences
between APP/PS1 Prup®® and APP/PS1 Prmp™®?°, Indeed this S6K
activity is not significantly different from genotypes, as reflected in
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its substrate 56. As a further measure of autophagy, we also
determined the steady-state levels of LC31I, which was greater in
APP{PS1 Prnp'®?% mice as opposed to APP/PS1 Prnp®® mice. It is
tempting to propose that, in neurons, the level of mTORC1 activity
inferred from SEK, not necessarily predict an autophagy status. It
remains unclear whether dysfunctional autophagy underlies the
PrP-dependent accumulation of A, or whether this is a secondary
effect reflecting the stress generated by increased amyloid burden.

_ [ s |

Further studies will be necessary to determine whether autophagy
is dysregulated by an "undefined aging-dependent effect,” resulting
in increased generation of amyloid peptide.

Given the putative molecular interaction between APP and
PrP<, and the recent reports attributing some prion-like behavior
to amyloid protein (Calella et al., 2010; Feraudet et al., 2005;
Morales et al., 2011), we investigated the effect of amyloid accu-
mulation on prion infectivity. Although previous studies described
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some differences in the rate of survival after prion infection in the
presencefabsence of APP {Baier et al., 2008}, we observed no such
differences when mouse have 2 or more copies of Prap. In those
cases, prion infectivity was correlated only with the presence or
absence of PrPS. In contrast, it has been reported that in Tg2576
mouse model, prion infection is different from wild-type litter-
mates {Morales et al., 2010}. In our APP{P51 model, we could not
detect such differences even using 2 different prion mouse-
adapted strains. Only in the presence of 1 copy of Pmp gene
mouse expressing APP/PS1 appears have a shorter survival
rate, which was statistically significant. In addition, we have to

remember that, in our case, the inoculation method and the
amount of prion injected per mouse is different from these re-
ported for Tg2576 mouse-prion infected {Morales et al., 2010}
Thus, we cannot discard the possibility that an undefined element
may enhance the infectivity capacity of prion, not directly APP or
AP mediated.

Depending on the transgenic lines analysed, Ap accumulation
may correlate with a wide range of neurotoxic and synaptotoxic
markers {Capetillo-Zarate et al, 2012; Freir et al, 2011; Mucke,
2009). However, studies investigating the effects of PrP° on syn-
aptic transmission have yielded controversial data (Balducci et al.,
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2010; Calella et al.,, 2010; Curtis et al., 2003; Rangel et al., 2009).
Similarly, analyses of the influence of PrP® on AR oligomer-
mediated synaptic toxicity have produced conflicting results
(Balducci et al,, 2010; Calella et al., 2010; Gimbel et al,, 2010; Kessels
etal, 2010; Lauren et al., 2009}, In our experimental conditions, we
observed a non-significant effect on the expression of synaptic
proteins analyzed.

Increased tau protein level is a further important hallmark of
AD. A detailed analysis of tau phosphorylation revealed increased
expression of the phosphoylated Tyr-18 epitope in APP{PS1
Prnp'®?0 and APP/PS1 | Prnp'**" mice. However, no changes in
other tau phospho-epitopes were detected at any time peint in any
of the genotypes analyzed. Tyr-18 phosphorylation is associated
with Src kinases, particularly Fyn activity, and it is detected in
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neurons and the parenchyma of AD patients (Lee et al,, 2004), as
well as in murine models of taupathies and AD (Bhaskar et al.,
2010). Altered Fyn activity has been demonstrated in AD patients
(Ho et al, 2005} and it mediates the synaptic and cognitive im-
pairments observed in some AD mouse models (Chin et al, 2005). A
recent study on the 3xTg mouse model of AD (Bhaskar et al., 2010)
reported that ATS phosphorylation occurs earlier than that of Tyr-
18 (Bhaskar et al, 2010). In our study, higher Tyr-18 levels were
only correlated with increased Af burden and the appearance of
plaques in APP/PS1 Prnp'®**" mice, whereas no such associations
were observed for other tau epitopes. It should be noted that the
evolution of tau epitope expression in AD mouse models remains a
subject of debate, as the expression of ATS-positive residues has
only been described after 1 year of life (McKee et al., 2008; Oddo
et al., 2003). Thus, we cannot rule out the possibility that other
phospho-tau epitopes are expressed at later stages in this model.
Our data strongly suggest that the appearance of Tyr-18 is corre-
lated with PrP® burden. PrP¢ is present in lipid rafts and triggers Fyn
activation when activated {Mouillet-Richard et al., 2007). Increased
Pri© expression may correlate with further Pri*-caveolin binding at
the lipid raft, thus triggering Fyn activation and Tyr-18 tau phos-
phorylation. This hypothesis is supported by the specific activation
of Fyn seen in the APP/PS1 mouse model. In addition, recent data
have indicated that the binding of oligomeric Aj} to PrP° generated
Fyn activation {Abramowski et al.,, 2012). Our data indicated that
this activation is increased by extra copies of PrP* and that this ef-
fect is age dependent.

In summary, the present findings demonstrate that the presence
of APP/PS1 does not necessarily affect prion disease infectivity. By
contrast, the formation of Ap deposits is dependent on PrP© dose.
These findings suggest the existence of a molecular pathway that
mediates APP{PrP* interaction, which may modulate the final pro-
teolytic processing of APP, perhaps via autophagy. Finally, Tyr-18
tau phosphorylation correlated with the increasing amyloid depo-
sition age-dependent on APP/PS1/tg20 mice. This permits us to
propose a secondary effect on AD models, which is a Fyn kinase age-
dependent activation.

PrP

Fig. 8. Quantification of S6K-F, P-56, and LC3-11 protein. Levels of phosphorylated 56 and S6K showed no significant differences between APP{PS1 Pmp®® and APP[PS1 Prmp'#%,
However LC3-11 expression, as a measure of autophagosome initiation, differed significantly between APP/PS1 Prap™® and APPIPS1 Prnp™2" mice. Graphs represent the mean

expression from 3 different mice in different Western blots (" p < 0.05)
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Capitulo 2:

Role of PrP® Expression in Tau Protein Levels and Phosphorylation in
Alzheimer's Disease Evolution

Vergara C, Orddinez-Gutiérrez L, Wandosell F, Ferrer |, Del Rio JA, Gavin R

Resumen:

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una acumulacidon de péptidos AB en forma de
placas y de la proteina tau hiperfosforilada en forma de ovillos neurofibrilares. Recientemente se
ha sugerido que son los oligdmeros de AB y no las placas, los responsables de los efectos
patoldgicos en la enfermedad causados por este péptido, y que PrP® podria actuar de mediador
por su interaccion de alta afinidad con el péptido AB. La teoria mds aceptada postula que A es el
principal efector de la toxicidad presente en la enfermedad, pero también se considera que tau es
decisiva para la progresion de la neurodegeneracién. De hecho, se han publicado estudios en los
que se ve una regulacién de la expresién de PrP® durante el desarrollo de la enfermedad, pero el
papel de tau y de su interaccion con PrP no se ha estudiado en detalle.

En este trabajo se puede ver como cultivos primarios neuronales que no expresan la proteina PrPS,
obtenidos de animales KO para la proteina, exhiben una mayor susceptibilidad a oligdmeros de AB
asi como una mayor expresion de la proteina tau. Este aumento en la proteina tau era especifico
de los oligémeros y no de las fibras. Estos resultados fueron corroborados mediante cultivos de
animales wild type, en los que se silencid la expresién de PrP€ con lentivirus.

También se ha realizado un estudio temporal des de los 3 meses de edad hasta los 18 meses,
viéndose un incremento de la expresién del péptido AB4, con la edad. A nivel de PrP¢ y tau, los
resultados muestran un incremento de ambas al inicio de la enfermedad tanto en un modelo de
ratén como en pacientes. PrP© aumentaria para regular los niveles de tau al inicio, aunque como ya
se ha visto en otros estudios, los niveles de la proteina caen en estadios avanzados de la
enfermedad y se perderia esta capacidad de regulacién, que no se produce a nivel del promotor
de tau.

o triples

Por ultimo, estos resultados se corroboraron también en ratones APP/PS1/Prnp
transgénicos en los que se vio un incremento de los niveles de tau, en comparacion con animales

Prnpo/o, debido a la presencia de AB.
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Abstract Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the
presence of amyloid plaques mainly consisting of hydropho-
bic (-amyloid peptide (Af3) aggregates and neurofibrillary
tangles (NFTs) composed principally of hyperphosphorylated
tau. A oligomers have been described as the earliest effectors
to negatively affect synaptic structure and plasticity in the
affected brains, and cellular prion protein (PrP©) has been
proposed as veceptor for these oligomers. The most widely
accepted theory holds that the toxic effects of A[} are upstream
of change in tau, a neuronal microtubule-associated protein
that promotes the polymerization and stabilization of micro-
tubules. However, tau is considered decisive for the progres-
sion of neurodegeneration, and, indeed, tau pathology
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correlates well with clinical symptoms such as dementia.
Different pathways can lead to abnormal phosphorylation,
and, as a consequence, tau aggregates into paired helical
filaments (PHF) and later on into NFTs. Reported data suggest
a regulatory tendency of Prp€ expression in the development
of AD, and a putative relationship between PrP€ and tau
processing is emerging, However, the role of taw/PrP© inter-
action in AD is pootly understood. In this study, we show
increased susceptibility to Af-derived diffusible ligands
(ADDLS) in neuronal primary cultures from PrP€ knockout
mice, compared 1o wild-type, which correlates with increased
tau expression. Moreover, we found increased PrPC expres-
sion that paralleled with tau at carly ages in an AD murine
model and in carly Braak stages of AD in affected individuals.
Taken together, these results suggest a protective role for PrP©
in AD by downregulating tau expression, and they point to
this protein as being crucial in the molecular events that lead to
neurodegeneration in AD.

Keywords Alzheimer’s disease - Microtubule-associated
protein tau - Cellular prion protein - A{ oligomers

Introduction

The cellular prien protein (PrP) is a
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored cell surface pro-
tein highly expressed by neurons and glial cells in the adult
central nervous system (CNS) [1-3]. Its physiological fune-
tions are poorly understood but a relation between the protein
and neuroprotection has been reported [4]. The abnormal
processing of PrP® gives rise to a proteinase-k-resistant
misfolded isoform termed PrPSC, which is the etiologic agent
of transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) [5].
These encephalopathies are characterized by profound histo-
logical changes, including extensive neuronal death, reactive
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gliosis, and neuroinflammation, together with the extracellular
accumulation of aggregated PrPSC in affected brains [6, 7].

As with prionopathies, the most prevalent neurodegen-
erative dementia, Alzheimer’s disease (AD), presents ex-
tracellular deposition of an abnormally processed protein,
the amyloid precursor protein (APP). Individuals suffering
AD are characterized by a progressive cognitive decline
and behavioral changes, and the main neuropathological
hallmarks include the presence of senile plaques, enriched
in p-amyloid (ApB) peptide, and intracellular
hyperphosphorylated tau protein which aggregates in neu-
rofibrillary tangles (NFTs) (e.g., [8, 9]). Tau is a neuronal
microtubule-associated protein that promotes the polymer-
ization and stabilization of microtubules [10] under the
regulatory control of several kinases and phosphatases. In
this sense, glycogen synthase kinase 3 (GSK33) and the
cyclin-dependent kinase 5 (Cdk3) are the main kinases
implicated in the phosphorylation of some tau epitopes
observed in AD [11-14]. When hyperphosphorylated, tau
detaches from microtubules, leading fo increased instabil-
ity, impaired axonal transport, and profound deficits in
synaptic function. In fact, today, it is recognized that some
of the kinases mistegulated in AD (e.g., GSK33) affect
both AP production [15] and tau hyperphosphorylation
[16].

Several TSEs show an abnormal processing of tau protein,
in parallel to the presence of PrP5C. In fact, increased levels of
tau protein have been detected in the cerebrospinal fluid (CSF)
and serum of Creutzfeldt-Jakob’s disease (CID) patients [17,
18]. In parallel, Wang and coworkers have described several
changes in expression and phosphorylation levels of tau in
infected hamsters. This occurs in parallel with the alteration of
Cdk5 and GSK3 transcription levels [19]. In addition, other
studies have associated GSK3(3 and Cdk5 activity with neu-
rotoxic processes induced by the PP o6 12¢) peptide, a syn-
thetic peptide widely used as a model of neurotoxicity in prion
research (e.g., [20, 21]). In parallel, Prp® may bind with
several intracellular proteins including tubulin [22, 23]. And,
more relevantly, Wang et al. described physical interaction
between tau and PrPS hypothesizing that the presence of
phosphorylated tau in some TSEs is the result of a differential
affinity between tau and the N-terminal octarepeat (OR) do-
main of PrP© [24]. Moreover, the PrPC mutation associated
with Gerstmann-Striussler-Scheinker syndrome (GSS),
PI02L, resulting in an increased number of ORs, shows
greater tau interaction [25]. Taken together, these observations
suggest a role for PrP* in tau changes related to TSEs.

The widely accepted amyloid cascade hypothesis posits
that the deposition of AP in the brain parenchyma triggers a
sequence of events leading to tau dysfunction [26, 27]. In this
sense, Lambert and coworkers attributed higher toxic potential
to Af3-derived diffusible ligands (ADDLs) than to insoluble
forms of AP [28]. ADDL freatment is proapoptotic, inducing

) Springer

_ [ e |

synaptic alterations and interfering with long-term potentia-
tion [29, 30]. Lauren and coworkers point to PrPC as being
responsible for this phenomenon [31]. In this sense, transgenic
AD mouse models require endogenous PrP€ to induce several
deficits in learning and memory [32]. The effect of deleting
PrPC on mouse transgene phenotypes is similar to that of
deleting tau expression, with a lessening of A3 neuronal
dysfunction in both cases [33]. At nanomolar concentrations,
neurotoxicity of ADDLs depends on membrane receptors and
in turn on the kinase Fyn, which induces the recruitment of
oligomers in “lipid rafts” of plasma membrane [34]. Both
PrP° and tau are localized in these membrane microdomains
[35]. In parallel, antibody-mediated aggregation of PrP€ on
the cellular surface activates Fyn and other kinases in vitro
mitiating a signaling transduction cascade that induces tau
phosphorylation in tyr'®, an epitope implicated in AD
[36-38]. In this scenario, several studies have suggested that
oligomeric A3 cytotoxicity in AD depends on the level of tau
[39] and is mediated by PrPC, which in furn promotes the
activation of Fyn and the consequent hyperphosphorylated tau
[40-42].

Additionally, several studies have reported changes in Prp©
expression in aging and in the development of AD. Higher
PrPC levels have been described in old healthy mice compared
with younger animals [43]. Moreover, decreased expression
of PtPC in AD cases [43] with increased levels at the start of
the disease and in other neurodegenerative disorders [44, 45]
has been also reported. A recent study has shown regulation of
A production by the prion protein [46]. Taken together, these
observations suggest a protective role for PrPC in AD rein-
forcing the hypothesis regarding a neuroprotective function of
the protein [4]. Taking into account the physical interaction
between PrPS and both ADDL and tau, we investigated the
role of the tau/PrP© relationship in the phatogenic cascade of
AD, and our results indicate that PrPC plays an important role
in the molecular events that lead to neurodegeneration in AD,
by regulating total tau levels.

Material and Methods
Mouse Strains and Genotyping

We used four fransgenic mouse lines at different ages. In
addition, embryos from pregnant females of the different
genotypes were also used. Mating day was considered to be
embryonic day 0 (E0) and the ofispring was genotyped ac-
cording to the genotype of the crossed progenitor.

Prap”® mice bred from a C57BL6J/129, Ola/Sy back-
ground [47] were purchased from EMMA (Monterotondo,
Italy). We backcrossed to C57BL/6 J for at least 15 genera-
tions to obtain Prap™® and control littermates Prup’ . Nine
adult mice and 17 pregnant females were used in this study.
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Specific primers to Prap genotyping were designed in our
laboratory based on the original P3 and P10 primers as de-
scribed [47]: neo: 5'-geettctatcgecettettgac-3'; 3'NCnew: 5'-
getacaggtlggataaccecte-3' and PlOnew: 5°-
cataatcagtggaacaagece-3'. The 40 cyeling conditions were
95 °C for45 s, 62 °C for 45 s, and 72 °C for 1 min, followed
by a final extension at 72 *C for 5 min.

Prap-overexpressing mice (Tg20) were purchased from
EMMA., They were generated fiom Prap®® mice as described
by Fischer et al. [48]. Eleven pregnant temales were used in
this study. For Tg20 mice, the transgene was detected by using
primers specific to the Tg20 alleles 5'-
caaccgacgtgaagecattetgecta-3' and 5'-
cetgggactecttetggtacegggteacge-3' as indicated [49].

APP/PS] transgenic mouse line expresses human APP
Swedish, and presenilin 1 deleted in exon 9 mutations, and
is named B6.Cg-Tg (APPSwe, PSEN1dE9). These mice were
purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, TUSA).
We used 13 transgenic mice and non-transgenic littermates as
controls tor each age. Also, 14 pregnant temales were used in
this study. Mice were genotyped as by Jankowsky [50] using
three primers; one antisense primer matching sequence within
PrP€ (5'-glpgatacececteccecageetagace-3'), one sense primer
specific to the transgene (PS1: 5'-caggtggtggageaagatg-3' or
APP: 5'-cegagalclelgaaglgaagatggatg-37), and a third sense
primer specific to the genomic PrP® (5'-
cetefttgtgactatgtggactgatgicgg-3').

TgTP6.3 mouse line is a transgenic mouse carrying a tau-
tagged green fluorescence protein (GFP) transgene generated
by Prattet al. [51]. Mice carrying the tau-GFP transgene were
identified by tluorescence microscopy of tail tissue. Three
adult mice were used in this study.

All experiments were performed under the guidelines
and protocols of the Ethical Committee for Animal Ex-
perimentation (CEEA) at the University of Barcelona, and
the protocol for the use of animals in this study was
reviewed and approved by the CEEA at the University
of Barcelona (CEEA approval# 115/11).

Human Cases

Human cases comprise 6 non-AD and 31 AD postmortem
brains from the Institute of Neuropathology and University of
Barcelona/Hospital Clinic Bram Banks. All brains were ob-
tained following the Code of Ethics of the World Medical
Association and the protocols of the local Fthical Committee.
Basic patient data are shown in Table 1. Cases with and
without clinical neurological disease were processed in the
same way following the same sampling and staining
protocols. At autopsy, half of each brain was fixed in 10 %
buffered formalin, while the other half was cut in coronal
sections 1 cm thick, frozen on dry ice, and stored at —80 °C
until use. In addition, 2-mm-thick samples of the cercbral

1socortex, cingulum, hippocampus and entorhinal cortex,
and brainstem were fixed with phosphate-buffered 4 % para-
formaldehyde for 24 h, cryoprotected with 30 % sucrose,
frozen on dry ice, and stored at —80 °C until use.

Following neuropathological examination, AD cases were
categorized as stages [ to VI of Braak and Braak [52, 8].
Healthy cases (non-AD) did not show neurological or meta-
bolic disease, and the neuropathological examination, catried
out in similar regions and with the same methods as in AD
cases, did not show lesions. In particular, no amyloid or tau
deposits were seen in the regions examined. The group is
represented by middle-aged adults because most individuals
over 65 years old might have preclinical signs of AD [53].

Table 1 Control and AD patients, categorized as stages [ to VI of Braak
and Braak, used in this study

Case Braak and  Gender Age Age Postmortem
mumber Braak stage (mean+s.d.m) delay
Cl M 39 465+53 9 h 15 min
c2 F 46 14 h 15 mm
C3 - M 53 7h 25 min
C4 - M 46 15h
C5 M 43 4 h35 mn
Ce M 52 3h
ADI1 1 M 61 673£77 3 h 40 min
AD2 1 M 53 6 h 15 min
AD3 I M 74 4h
AD4 1 M 71 11 h 30 min
AD3 1 M 64 2h 15 min
ADé 1 F 79 3 h 35 min
AD7 1 M 65 5h15min
ADS 1 F 75 4 h 55 min
AD9 1 M 63 6h
ADIO 1 M 63 10 h 55 mm
ADI1 0 F 77 696467 11h
ADI2 1 M 65 5h
ADI3 1T M 66 4 h 55 min
ADI14 1 M 72 & h 45 nmin
ADIS 0T M 71 5h15 min
ADI6 11 M 66 5h
ADIT 1T F 60 9 h 40 min
ADIR 1 F 80 3 h 30 min
ADI9 I T 81 T6.3+5.0 1 h 30 min
AD20O 1 M 71 7h 15 min
AD21 1 F 77 11 h 30 min
AD22 IV i 30 81+2.1 2 h45 min
AD23 v F #1 12 h
AD24 IV M 84 12 h 45 min
AD2s IV M 79 50 min
AD2 V M 87  803+L54 7 h 5 min
AD27T M i 11 h 30 min
AD28  V M 82 3 b 45 min
AD29 v M 77 16 h
AD30 VI M 86 Tb5+134 20 h 35 min
AD31 VI M 67 & h
F female, M male
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Primary Embryonic Neuronal Cultures

E13-16 mouse embryo brains were dissected and washed in
ice-cold 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) containing
6.5 mg/ml glucose. The meninges were removed and the
cortical lobes isolated. Tissue pieces were trypsinized for
15 min at 37 °C. After addition of horse serum and then
centrifugation, cells were dissociated by trituration in 0.1 M
PBS containing (.025 % DNase with a polished pipette (all
from Sigma, MO, USA). Dissociated cells were plated at
~3,000 cells/mm” on plates (Nunc, Denmark) coated with
poly-D-lysine (Sigma). The culture medium was Neurobasal
supplemented with 2 mM glutamine, 6.5 mg/ml glucose,
antibiotics (Pen./Strept.), 3 % horse serum, and B27
(Invitrogen-Lite Technologies, Belgium). After 72 h, AraC
5 uM (cytosine (3-D-arabinofuranosidehydrochloride
(Sigma)) was added for 48 h to inhibit the growth of dividing
non-neuronal cells. Cultures were used after 7 days in vitro.

Treatment of Cortical Cultures with A3 Peptides

APB1-42 peptide was purchased from Bachem (Bubendorf,
Switzerland). Different aliquots of A31-42 were prepared as
described previously [ 54, 53] and stored desiccated at —80 °C.
To obtain soluble oligomers (ADDLSs), a working solution of
100 uM was prepared in culture medium and incubated at
4 °C for 24 h to treat the cultures with a final concentration of
10 M. For the fibril-forming conditions, we chose the acidic
pH method using 10 mM HCI with 24-h incubation at 37 °C,

and cultures were treated with a final concentration of 10 M.

Peptide-treated cells were scraped in homogenization
buffer containing 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1.5 mM
MgCls, 1 mM EGTA, 10 % glycerol, 1 % Triton X-100,
and 1% protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostic,
Switzerland) and 1 uM okadaic acid (Merck Millipore,
MA, USA), 0.1 M sodium fluoride, 10 mM sodium py-
rophosphate, and 1 mM sodium orthovanadate (Sigma) as
phosphatase inhibitors.

Transmission Electron Microscopy Procedures

For transmission electron microscopy (TEM), peptide solu-
tions incubated for 24 h for each condition, both in culture
medium at 4 °C and in 10 mM HCI at 37 °C, were tixed to
carbon-forward-coated copper supports. Negative staining
was performed using a 2 % uranyl acetate stain (pH 7.4)
(Sigma), after which samples were placed in silica-based
desiccant for a minimum of 2 h. Finally, we proceeded to
TEM observation using a Leica mictoscope (Wetzlar, Germa-
ny) at the Electron Microscopy Service, University of Barce-
lona, Barcelona, Spain.
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Lentiviral Vector Production

Lentiviral particles were produced by transient transfection
of 293FT cells with Lipofectamine 2000 (Invitrogen-Life
Technologies) using Mission shRNA prion protein
NM 011170 (Sigma), the second-generation packaging
construct psPAX2 (Tronolab, Switzerland), and the enve-
lope plasmid pMD2G (Tronolab). 293FT cells were cul-
tured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
(Invitrogen-Life Technologies) supplemented with 10 %
tetal calf serum (FCS) (Invitrogen-Life Technologies) and
without antibiotics before transfection. Medium was
changed and supplemented with antibiotics atter 6 h. Vec-
tor supernatants containing viral particles were harvested
approximately 48 and 72 h later and concentrated by ultra-
centrifugation (2 h at 26,000 rpm at 4 °C, in an Optima
LK98, SW-28 rotor).

Western Blotting Techniques

Soluble extract from human hippocampal samples, mouse
cortex brains, and cultured cells were processed for west-
crn blot. The collected samples were homogenized in lysis
buffer: 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,,
1 mM EGTA, 10 % glyecerol, 1 % Triton X-100 or
100 mM Tris pH 7.0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA,
0.5 % NP-40, and 0.5 % sodium deoxycolate, and in both
cases with supplemental 1 protease inhibitor cocktail and
phosphatase inhibitors as indicated above. After this, sam-
ples were centrifuged at 13,000xg for 20 min at 4 °C.
The resulting supernatant was normalized for protein con-
tent using BCA kit (Pierce Biotechnology, USA). Cell
extracts were boiled in Laemmli sample buffer [56] at
96 °C for 5 min, followed by 10 % SDS-PAGE electro-
phoresis, and they were then electrotransterred to nitro-
cellulose membranes for 1 h at 4 °C. Membranes were
blocked with 5 % non-fat milk in 0.1 M Tris-buffered
saline (pH 7.4) for 2 h and incubated overnight in 0.5 %
blocking solution containing primary antibodies. After
incubation with peroxidase-tagged secondary antibodies
(1:2,000 diluted), membranes were revealed with the
ECL-plus chemiluminescence western blot kit
(Amersham-GE Healthcare, UK).

In our experiments, cach nitrocellulose membrane was
used to detect consecutive antigens. To perform this se-
quential incubation, membranes were incubated in 25 ml of
stripping solution (2 % SDS, 62.5 mM Tris pH 6.8, and
100 mM 2-mercaptocthanol) for 30 min at 65 “C and then
extensively washed before reincubation with blocking
buller and antibodies for re-blotting. Some samples were
dephosphorylated using y-phosphatase (New [England
Biolabs, MA, USA) as described [537].
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Primary Antibodies

Several antibodies were used for immunohistochemistry and
western blot. To detect amyloid species, we used 6E10
(Covance, NJ, USA), which specifically recognizes the first
16 amino acids of the AP peptide. Monoclonal anti-PrP 6H4
(Prionics, Zurich, Switzerland) was used to determine PrP€
levels. Different phosphorylation sites of tau were checked
with anti-ptau the'®' (Signalway Antibody, MA, USA), anti-
ptau ser' %202 (pSpS) (Invitrogen-Life Technologies), anti-
ptau ser?® (ATR) (Thermo Scientific, MA, USA), and anti-
ptau ser? 8404 (PHF-1), a gift from Peter Davies (Albert
Einstein College of Medicine, Bronx, New York, USA). Total
levels of the tau protein were checked with monoclonal tau 5
antibody (Invitrogen-Life Technologies). The monoclonal
anti-f3-actin antibody (Merck Millipore) was used as internal
control in western blots.

AB(1-42) Quantification by ELISA

The brain homogenates obtained as described above were
diluted 1:30 in albumin-PBS-Tween buffer (5 % bovine
serum albumin, 0.03 % Tween 20 in PBS) before centri-
fugation (16,000%g for 20 min at 4 °C), and the super-
natant was used shortly after preparation. Brain amyloid
burden was measured using the A342 Human ELISA kit
(Invitrogen-Life Technologies) following the manufac-
turer’s protocol. Microwell plate absorbance at 450 nm
was read with Opsys MR microplate reader (Dynex
Technologies, VA, USA).

RT-gPCR

Quantitative real-time PCR was performed on total RNA
extracted with mirVana’s isolation kit (Ambion, TX, USA)
from the cortex of analyzed mice or from cultured cells.
Purified RNAs were used to generate the corresponding
cDNAs, which served as PCR templates for messenger
RNA (mRNA) quantification. The primers used in this study
for RT-qPCR validation were 5'-ccecctaagteaccateagetagt-3
and 5'-cactttgetcaggtecacegge-3' for mouse tau [5€], and 5'-
agtcgttgecaaaatggatea-3' and 5'-anaaaccaacctcaageatgteg-3'
for mouse PrP® [59].

PCR amplification and detection were performed with
the ROCHE LightCycler 480 detector, using 2x SYBR
GREEN Master Mix (Roche) as reagent, following the
manufacturer’s instructions. The reaction profile was
denaturation-activation cycle (95 °C for 10 min) follow-
ed by 40 cycles of denaturation-annealing-extension
(95 °C for 10 s, 535 °C for 15 s, and 72 °C for 20 s).
mRNA levels were calculated using the LightCycler 480
software. Data were analyzed with SDS 1.9.1 Software
(Applied Biosystems, USA) following the 2227 method

of Applied Biosystems [60]. The results were normalized
by the expression levels of the housekeeping gene,
gapdh (5'-aggtecggtgtgaacggatitg-3' and 5'-
tgtagaccatgtagttgaggtea-3'), which were quantified si-
multaneously with the target gene [61].

Imnuunohistochemical Procedures

For immunohistochemistry, postnatal mice were anesthe-
tized and perfused with 4 % paraformaldehyde (PFA) in
PBS pH 7.4. After perfusion, the brains were removed
and postfixed in the same solution for 12 h,
cryoprotected in 30 % sucrose in PBS, and sectioned
(30 pum) on a freezing microtome (Leica). They were
then processed for the immunohistochemical detection
of AB, tau, and PrP®, respectively, following an
immunoperoxidase protocol. Briefly, free-floating sec-
tions from different developmental stages were proc-
essed in parallel. Sections were rinsed in 0.1 M PBS,
and endogenous peroxidase activity was blocked by in-
cubation in 3 % hydrogen peroxide (H;O;) and 10 %
methanol dissolved in 0.1 M PBS. For amyloid plaque
detection, tissue was incubated in 70 % formic acid for
30 min. After extensive rinsing, sections were incubated
in 0.1 M PBS containing 0.2 % gelatin, 10 % normal
goat serum, 0.2 % glycine, and 0.2 % Triton X-100, for
1 h at room temperature. Afterward, sections wete incu-
bated for 36 h at 4 °C with primary antibodies. After
that, sections were incubated with the appropriate sec-
ondary biotinylated antibodies (2 h, 1:200 diluted) and
streptavidin-horseradish peroxidase complex (2 h, 1:400
diluted). Peroxidase activity was revealed with 0.025 %
diaminobenzidine (DAB) and 0.003 % H,0,. After rins-
ing, sections were mounted onto slides and dehydrated,
and coverslipped with Bukitt™ (Merck). Immunohisto-
chemical controls, including omission of the primary
antibody or its replacement by normal serum, were de-
void of staining. Images were obtained using an Olym-
pus BX61 microscope equipped with cooled DP72L dig-
ital camera.

Densitometry and Statistical Processing

For the quantification of western blots, developed
films were scanned at 2,400%2,400 dpi (1800
MICROTEK high-quality film scanner, Hsinchu, Tai-
wan), and the densitometric analysis was performed
using Quantity One Image Software Analysis (Biorad,
Barcelona, Spain). Statistical analysis of the resulting
data was performed using STATGRAPHICS Plus 5.1
and Origin 8™ programs using ANOVA test. Asterisks
in the histograms indicate the following p values of
significance: (*) p<0.05; (**) p<0.01.
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Results

Increased Susceptibility of Tau Phosphorylation to ADDLs
in Cortical Cultures Lacking PrP¢

In vitto ADDL treatment led to hyperphosphorylated tau in
several residues as also occurs in the brain parenchyma ot AD
patients [ 11, 62]. Indeed, although there were some contradic-
tory results (i.e., se™ residue), these tau phospho-epitopes
have been largely reported [63, 64).

Initially we aimed to determine whether acute changes of’
Prap expression might affect cellular tau levels before ana-
lyzing levels of phosphorylated tau (ptau). Thus, primary
cultures from Prap™", Prup®, and Tg20 embryos were pre-
pared. In parallel, primary cultures from Pmp+& embryos
were treated with siRNA-PrPC€. Westem blot analysis indicat-
ed that tau levels remained constant in all three genotypes and
under silencing PrPC expression (data not shown). In addition,
further MAPT analysis of previously obtained microarray
results using neuroblastoma N2a cells [65] reinforced these
results showing constant tau levels in this cell line indepen-
dently of Prp© cxpression [65].

Next, to investigate whether PrP© expression modulates the
phosphorylation of fau induced by ADDL treatment, primary
cortical newrons from Prap®®, Prap'”', and Tg20 embryos
were incubated with 10 uM ADDLSs or vehicle alone for 3, 6,
and 24 h after 7 DIV (Fig. | and Supplementary Fig. S1d). In
all experiments, peptide aggregation prior to Weatment was
corroborated both by western blot (Supplementary Fig. Sla)
and by transmission electron microscopy (TEM) observation
(Supplementary Fig. S1b) (see also “Material and Methods™
section for details). Densitometric analysis of revealed films
demonstrated that Prmp®® cortical neurons incubated with
ADDLs showed an increase in tau phosphorylation (phosho-
tau/total tau ratio) in all residues studied (ser’”®*™, ger*®%/
th?®®, and the'®"y (Fig. 1a, ¢) at 3 and especially at 6 h. In
contrast, no significant changes in tau phosphorylation were
found in cultured Prap'’" cells treated with ADDLs for 3 and
6 h (Fig. 1a, ¢). In addition, in cultured neurons from Tg20
mice incubated with ADDLs, there was no significant increase
in phosphorylation of the tau epitopes (ser*?®*%, ser/thr™®,
and thr'®") when compared with Prup'"" cultures (Fig. 1b, ¢).

Synergistic Effect of Absence of PrPC and ADDL Treatment
in Tau Protein Levels in Cultured Neurons

Next, we aimed to determine whether there is an inerease in
tau protein levels atter ADDL treatment and its putative
relationship with the presence or absence of PrPC. Results
showed that after incubation of ADDLs, levels of tau (total
taw/actin ratio) increased by ~12 % at 3 hand ~23 % at 6 h
from treatment in Prap™ cortical cultures (Fig. 1a, d). More-
over, an increase, although smaller, was observed in Tg20-
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derived cortical cultures after ADDL treatment (~8 % at 3 h
and ~11 % at 6 h) (Fig. 1b, d). In paralle], PrP levels showed
an increase at 3 and 6 h afler ADDL weatment only when a
total tau increase was detected in Tg20 cultures (~15 % in-
crease at 3 h and ~24 % increase at 6 h, respectively) (Fig. 1b).
More relevantly, both ptau and total tau levels were un-
changed after 24 h of ADDIL. treatment in these phenotypes
(Supplementary Fig. S1d). These data correlate with the ob-
servations that A5 aggregated for 24 h was unable to induce
changes in tau levels (Supplementary Fig. 52) and that after
24 h in culture conditions (37 °C) ADDLs can form fibrils
(Supplementary Fig. Slc). Taking this into account, further
experiments were performed at 6 hours from ADDL
treatment.

Given that the tau 3 antibody recognizes both native and
phosphorylated forms of tau, some samples were dephosphor-
ylated after 6 h following ADDL treatment using y-
phosphatase (see “Material and Methods™ section for details)
and then analyzed with western blottmg. Our results showed
an increase in total tau level independently of phosphoryla-
tion, suggesting that ADDLs cause an increase in tau expres-
sion (Fig. 1e), probably prior to hyperphosphorylation. More-
over, increased levels of tau in Prap® cultures treated with
ADDLs were also cortoborated with R1-qPCR at 6 h (Fig. 10).

To discriminate between putative differences in genetic
backeround of Prap”" versus Tg20 [66] or differences due
to intrinsic levels of PrPC, we performed similar experiments
in Prap™" treated with lentiviral vector neurons catrying a
small interfering RNA (siRNA) for Prup (see “Material and
Methods™ section for details). Cells infected with these lenti-
virus showed a 15-30 % decrease in PrP® expression accord-
mg to different experiments and compared with control cul-
tures infected with enhanced green fluorescent protein (GFP)-
encoding lentiviral particles. After exposure to ADDLs tor
6 h, treated cultures showed a statistically significant ~14 %
increase in tau expression only when PrP® expression was
decreased (Fig. 1g). This finding suggests that a small de-
creased expression of PrP is enough to compromise the
inereased tau expression in the presence of ADDLs. Lastly,
we also stimulated cultured Prup®® cells with both ADDLs
and/or AP fibers for 6 h to determine whether the increased
tau was associated exclusively with ADDLs. Indeed, our
results showed a significant increase in total tau levels with
westemn blot only in cortical Prap” cells treated with ADDLs
for 6 h (Supplementary Fig. $2). In conclusion, PrP€ seems to
be a relevant factor in controlling tau levels after ADDIL,
treatment.

Parallel Progression of PrP© and Tau Expression in APP/PS1
Mice

Several studies have reported progressive development of

AD-like pathology in an APP/PS]1 mouse model including
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Fig. 1 Analysis of effect of ADDLs on tau. a, b Cortical cultures from
Prnp™ or PraP""" mice (a) and Tg20 mice (b) were treated with either
ADDL (10 pM) (n=6 Prap"”, n=6 PruP™"  and n=6 Tg20) or vehicle
alone for 3 and 6 h (n=6 Py npw, n=6 PmP"", and n=6 Tg20; each
case). Samples were analyzed with western b]ul using different anti-
phospho-tau or total tau antibodies in parallel with anti-PrP® antibody
to reveal PrP© expression in cach sample. Membranes were retested with
an antibody against actin for normalization, ¢ Densitometric amlyms
showing the increase in phosphorylated tau !mls (epitopes ser

ser”/thr™™, and thr'®, respectively) only in Pmp “ mouse samples aﬂcr
Jor6hof ADDL treatment when compared to the vehicle control. d
Densitometric analysis showing the increase in total tau levels only in
!-"r-n_z;‘W mouse samples at 3 and 6 h postireatment and the slight increase
in total tau levels in Tg20) mice at the same time of stimuli. Data on tau-
phosphorylated and total tau protein levels in control samples (vehicle

both A3 deposition at 4 months and the presence of
hyperphosphorylated tau in affected neurons at 6 months of

Tioot P 0.85.00 PrP® fold change

ADDLS 10 uM

alone) were considered as the unit at each experimental time, and the rest
of the data were corrected as an increase of this initial value. e, f Analysis
of tau expression in protein extracts of cortical Prup™” cultures treated
with ADDLs for 6 h afier treatment with A-phosphatase with westem blot
(e) (n=4) or analyzed by RT-qPCR (n=3) (f). Densitometric values in e
are standardized with vehicle treatment, and quantification was represent-
ed as fold increase=SEM. g Neuronal primary cultures from wild-type
mice were also stimulated in the same conditions afier silencing PrP©
expression with a lentivirus, The westem blot analysis showed an in-
crease in tau expression only in the silenced ones compared with the wild-
type ones. Densitometric values in ¢, d, and f are standardized with
vehicle treatment, and quantification was represented as fold change<
SEM. Bars represent the mean of three independent experiments.
*p=<0.05, **p<0.01 (ANOVA test)

age (e.g., |67, 68]). First, we analyzed the presence of amyloid
plaques in the APP/PS] model and amyloid burden in our
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mouse colony (Supplementary Fig. S3). Increased levels of
AP could be detected in our APP/PS1 Tg mice at 3 months of
age, and increasing numbers of plaques were observed in the
cerebral cortex from 4 1o 9 months (Supplementary Fig. S3).
Next, we aimed to analyze the correlation among tau phos-
phorylation, total tau levels, and PrPC expression in the cere-
bral cortex of APP/PS1 Tg mice at different postmatal ages (3,
6, and 9 months) using immunohistochemistry and western
blot (Fig. 2). The immunohistochemical results showed an
increase in total tau immunoreactivity (Fig. 2b) in correlation
with higher PrP® expression (Fig. 2d) in 3-month-old trans-
genic mice when compared with wild-type (Fig. 2a, ¢, respec-
tively). This correlates with western blot results (Fig. 2e).
Densitometric analysis of developed films showed a ~13 %
increase in total tau levels of 3-month-old Tg APP/PST with
respect to non-transgenic mice (Fig. 2e, 1) and a comelated
~16 % increase in PP levels in the same animals (Fig. 2¢. g).
This increase of tau and PrP® was not observed at 6 and
9 months ot age. Then, analysis of phosphorylation for several
tau epitopes (ser’®®%* ser®®%/th®® and thr'®') was per-
formed in the same animals by western blot. Our results
showed non-significant increase in phospo-taw/'total tau ratio
for any residue studied (Fig. 2e). Data from protein levels
were corroborated by RT-gPCR demonstrating the peak of
both mRNAs at 3 months and their decline in the cerebral
cortex of APP/PS| mice at 6 and 9 months (Fig. 2k, i).

Next, we aimed to determine whether the absence of
FPrup modified tau expression in APP/PS1 mice. Triple
APP/PS1/Prup™® Tg mice [69] showed a ~22 % increased
expression of tau at 9 months of age compared with non-Tg
APP/PS1/Prup®° mice (Fig. 3a, b), in contrast to APP/PS]
expressing normal levels of PrPC with the same tau levels
(data not shown). Lastly, we performed a reduction of Prap
by lentiviral vectors in APP/PS |-derived cultures (Fig. 3c).
Data revealed that decreased PrP® increased levels of en-
dogenous tau, similar to what happens with ADDL treat-
ment of Prap”’® neurons (see Fig. 3¢, d). This reinforces
the notion that PrP€ participates in the control of tau
expression in AD.

Next, we aimed to determine whether the induced tau
synthesis was regulated through the tau promoter. To this
end, we generate a triple transgenic mouse resulting from
crossing TgTP6.3 mouse, which overexpresses tau-GFP
under the B-actin promoter, with APP/PS]. Primary neu-
ronal cultures from embryos of these mice were treated
with siRNA-PtPC. In these cultured cells analyzed with
western blot, a band corresponding to endogenous tau and
the fusion protein tau-GFP could be detected at 55 and
95 kDa, respectively (Fig. 4). Revealed blots demonstrat-
ed an increase of both proteins (tau and tau-GFP) afier
ADDI, treatment, indicating that PrPC modulation of tau
expression in ADDL-treated neurons is not specific to the
tau promoter.
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Correlative Progression of PrP€ and Tau Expression
in Human AD Samples

Several studies have shown a decrease in PrP© levels in
different areas of AD-affected brains when compared with
controls [70, 71]. However these studies were focused on
advanced AD stages (from III to VI). In contrast, McNeill
and coworkers demonstrated increased levels of the PrP© ina
short duration case of AD [44]. Taking into account the
relation between levels of PrP© and tau protein reported in
APP/PS1 mice and in vitro models, we analyzed levels of both
proteins at different stages. Developed films showed a mean
of ~46 % increase in total tau levels in AD (stage I) cases with
respect to healthy middle-aged individuals (Fig. 5a) and a
progressive decline in protein levels in accordance with the
increased PrP” expression (from 12 to 27 % between AD
stages [ and III) (Fig. 5b, c).

Discussion

In this study, our experiments using x”!'?!pom, Tg20, and
siRNA-lentivirus treatment support the notion that Prup dos-
age does not influence total tau protein levels in cultured
cortical neurons. This reinforces previously reported microar-
ray data in N2a cells [65] and PrP© mutant mice at younger
stages compared with adults (2-3 months) [ 72-74]. However,
these observations are partially in contrast with some recently
published results, using human neureblastoma |75] and
HEK293 cells [74]. In these studies, forced PrPC expression
in transfected cells with low expression levels of endogenous
PrP© decreased total tau protein levels [ 75].

It is relevant to note that increased expression of PrP€
increased its association with lipid rafts which may in tum
trigger increased intracellular oxidative stress [76, 22], thereby
affecting tau expression and phosphorylation [74, 77]. In
contrast to the expected result, decreased PrP expression in
our experiments correlated with inereased tau phosphorylation
(ptau/total tau as well as ptav/actin ratios) after in vitro treat-
ment with ADDLs. Thus, levels of tau, determined by tau 5
antibody, with or without y-phosphatase treatment (to avoid
simultaneous detection of some ptau epitopes with tau 5
antibody), demonstrated that ADDL treatment is able to in-
duce a relevant increase in tau in the absence of PePC as well
as in overexpressing cultures. In this sense, it is important to
note that both a lack of PrP€ expression and overexpression of
the protein may impair PrP¢ function [73].

In addition, this is exclusively associated with ADDIL
treatment since aggregated AP is unable to induce these
effects in treated neurons. In fact, aggregated peptides in
fibrillar forms failed to activate tau phosphorylation (e.g.,
tyr'® residue) in contrast to the antibody-mediated PrP© ag-
gregation in the membrane [37]. Thus, PrP® reduces the
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Fig. 2 a-d Immunohistochemical characterization of mouse brain sec-
tions. Anti-total tau antibody (monoclonal Tau 5) (a, b) and anti-Prp©
antibody (monoclonal 6H4) (¢, d) were used to detect an increased
immunoreaction in APP/PS] mice (n=4) (b, d) in contrast to wild-type
animals (n=4) (a, ¢). C4/ comus ammonis 1, C42 cornus ammonis 11,
DG dentate gyrus, GCL granular cell layer, / hilus, ML molecular layer,
SLM stratum lacunosum-moleculare, SO stratum oriens, SP stratum
pyramidale, SR stratum radiatum. Scale bar=200 pm. e Westem blot
analysis of tau and PrP© in brains from wild-type (WT) and APP/PSI

mice (Tg) at different postnatal ages (3, 6, and 9 months, respectively).
Anti-actin monoclonal antibody was used for standardization. f, g Histo-
grams showing the densitometry study of each protein, tau (f) and PrP*
(g), respectively. h, i Histograms showing the RT-qPCR analysis of
expression of each protein, tau (h) and Prpt (i), respectively. Nine
animals were examined in each case, and bars represent the mean of
each group of transgenic animals normalized with control group at the
same age. *p<0.05, **p<0.01 (ANOVA test)
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Fig. 3 a, b Tau expression in a
brains from triple transgenic mice

APP/PS1/Prup™ (n=9) 00 00 0o

compared to Prap™” (n=9) at

9 months of age. An example of
western blot analysis of two
animals of each genotype (a) and
the respective histogram
quantification of tau expression
(b). Anti-actin monoclonal
antibody was used for
standardization. *p<0.05 b
(ANOVA test). ¢, d Cortical

cultures from APP/PS1 mice after
silencing PrP“ expression with a

lentivirus (n=4). The westemn blot

analysis showed increased levels

of endogenous tau when Prp®
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effects of ADDLs in tau level modulation as well as their
phosphorylation, Schmitz et al. showed that increased PrP©
expression in transfected cells decreased ptan levels (deter-
mined using AT8 antibody) [74]. This was also observed in
Prp™ mice (FVB background) with increased tau phosphor-
ylation at earlier stages |72]. Similar data have described tyr'®
phosphorylation of tau after ADDL treatment [41]. Our data
confirm but also expand these observations to all the phospho-
epitopes studied. Concemning different phospho-epitopes, it
has been shown that, after A3 oligomer treatment, wild-type
primary neurons increased specifically ATS8-associated
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Fig. 4 Analysis of tau expression in cortical primary cultures from a
triple transgenic APP/PS1/TgTP6.3 mouse. Western blot analysis shows
an increase in tau expression when levels of PrP® are reduced with
lentiviral system. Both tau-GFP, which migrated to 95 KDa, and endog-
enous tau, around 33 KDa, are overexpressed. Anti-actin monoclonal
antibody was used for standardization. Densitometric values are standard-
ized with vehicle treatment, and quantification was represented as fold
increase=SEM of three independent experiments (n=10 cases)
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phospho-epitopes as well as those recognized with 12E8
antibody (ser”®?*5%) and 9G3 antibody (tyrls). In contrast,
ser’ ¥4 (PHF] antibody) remained unaltered (i.e, [78]). In
our experiments, the absence of Prap increased the phosphor-
ylation of all ptau residues analyzed: (PHF1 antibody) ser*®
404 (AT8 antibody) ser’*?/thr*®®, and (phospho-thrl81
antibody) thr'®', in contrast to Prap™" and Tg20 primary
cultures. In this respect, it has recently been shown that
thr'®' and ser’™® residues act as putative PrP€ interacting
domains of tau [74]. Thus, it is reasonable to consider that
these residues were not phosphorylated by intracellular ki-
nases in wild-type and Tg20 cultures after ADDL treatment.

Several studies have analyzed the putative role of PrP“
expression in the survival of various models of neurodegen-
erative diseases (e.g., [79, 69]. In fact, PrP€ seems not to play
a crucial role in survival in Parkinson, taupathies, or APP/PS1
mouse models [79, 69]. Although tau phosphorylation was
not analyzed, no differences were observed in the tangle levels
in the brain parenchyma of P301L mice with different Prup
dosages [79]. Only one study describes in detail the propaga-
tion of tau pathology in the same mouse model [80]. In
contrast, the participation of PrP® in the appearance and
evolution of the hallmarks of AD (i.e., A deposits) has been
reported by several laboratories [R1, 82]. In fact, PrP® was
detected with immunohistochemistry close to A} deposits
|83] and accumulated in dystrophic neurites in AD postmor-
tem brain sections [84].

With respect to PrP® levels, most of these studies have been
focused on the changes of PrP protein levels in advanced
stages of the disease (mainly stage III until VI) (i.e., [70])
probably due to neuronal loss [44]. In our study, we demon-
strated that in APP/PS1 mouse models, as well as in postmor-
tem AD brains (ranking from stage [ to stage VI), there is an
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Fig. 5 Immunoblot analysis of hippocampal necropsies from AD pa-
tients compared to healthy (middle-aged adults) cases. a Example of
western blot determination of total tau levels and PrP® expression. Braak
and Braak stage progression is indicated (I-VI). Membranes were
retested with an antibody against actin for standardization. b Histograms

increase of PrPC protein in the brain at carly stages of the
discase that peaks at around stage Il in AD brains and at
~3 months old in APP/PS1 mice. Thereafter, PrP® levels
decreased inversely until the evolution of the clinical symp-
toms in both cases. Considering that low levels of PrP” may
increase tau expression, which may contribute to the AD
pathology, and that PrP“ may act as an anti-oxidant agent as
has been widely demonstrated [85, 74], it is reasonable to
consider that overexpression of PrP in AD might be part of a
protective response in the evolution of the disease.

PrP® Expression, ADDLs, Tau Phosphorylation,
and Neuroprotection

Phosphorylated form of tau protein is the main constituent of
NTFs in AD and its appearance correlates with neurodegen-
eration in the disease (see Braak and Braak (1991) [86] revised
in Avila (2010) [87]). It has been reported that the single
overexpression of human tau in a mouse model is robust
enough to induce tau phosphorylation [88] and neuronal ag-
gregation [89]. In fact, the expression of a truncated form of
tau reduces the excitotoxicity mediated by A [90]. In our
study, the absence of PrP® in an APP/PS1 mouse and in

ADI ADIN ADIV ADVI

Control

ADI ADV

showing the densitometric study forall cases showed in Table 1. Asterisks
indicate significant differences between AD groups and healthy cases,
whose average represents the unit. *p=<0.05, **p<0.01 (ANOVA test).
Increased levels of tau can be seen in patients from ADI to ADIIT group
(a, b), and a correlative increment in PrP® expression 1s also shown (a, ¢)

cultured APP/PS1-derived neurons led to increased tau levels.
It has been described how PrPS-Fyn complex is responsible
for pathological changes induced by ADDLs in tau phosphor-
ylation [41]. In this context, Fyn colocalizes with ser/thr
phosphorylated forms of tau in AD brains [91], and a direct
interaction between PrP® and Fyn has been described [92, 41].
Furthermore, Fyn is upregulated in AD brains and it interacts
with tau, phosphorylating it at tyr'® epitope [38), implicated in
the formation of tau aggregates and NFTs [93]. Along these
lines, we recently reported increased phosphorylation levels of
tyr'® in older (~9 months) but not younger (3-6 months) APP/
PS1 mice overexpressing PrP® [69]. The data presented more
recently by Larson et al., indicating a dependence of tyr'®
phosphorylation on PrP, reinforce our previously reported
data [41]. In addition, we also observed increased PrPC in
Tg20-derived cultures after ADDL treatment which may also
contribute to the increased levels of ptau (tyr'®) observed in
our previous study [69] and the study by Larson et al. in 14-
month-old mice [41]. However, we were unable to determine
differences in ptau epitopes (other than tyr'®) in old APP/PS1
mice with different PrP¢ dosages, although we did demon-
strate an increase in tau levels in APP/PS1 mice lacking PrP¢
with respect to APP/PS1-Prap™ as also reported by Larson
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et al. [41]. In fact, our present results indicate that levels of
PiP€ are largely reduced in APP/PS1 mice of 9 months of age
by 28 % (Fig. 2). This correlates with western blotting data in
humean studies (see above). Taken together, these results
suggest that the control of tau expression by PrP¢ under
the effects of ADDLs declines along the development of
the disease or with age in the mouse model. This decline
correlates with increased appearance of NFTs enriched in
ptau in AD brains.

Are the Fffects of PrP© Mediating Tau Levels
in ADDL-Treated Neurons Specific?

Our data indicate that tau levels are increased in the absence ot
PrPC in the presence of ADDLs. In fact, it has been proposed
that PrPC suppresses tau transcription, probably though mod-
ulation of the Fyn pathway [75]. However, when we crossed
APP/PSI| mice with a mouse model of tau overexpression
under a B-actin promoter, reduction of PAP€ levels by siRNA
induced increased presence of both endogenous (regulated by
tau promoter) and exogenous tau-GFP (regulated by [(3-actin
promoter) (Fig. 4). This might indicate that the absence of
PrP® also regulates the activity of different promoters or, more
likely, that PrP€ may intervene in the aggregative state of the
protein or its tumover. In this sense, phosphorylation of tau
tesults in decreased tau degradation by the proteasomes that
appear to play a major role in the turmover of the protein [94].
Also, cortical neurons overexpressing tau alter intracellular
distribution of PrP® and promote accumulation in the cell
body, forming insoluble aggregates that in turn might damage
the proteasome [95]. Taken together, these data suggest de-
creased degradation of tau in some pathological cases and
probably modified synthesis/degradation rates. Further study
is warranted to examine these possibilities and to determine
biochemically whether PrPS modulates tau levels in both
healthy and AD-aflected neurons.
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Supplementary Fig. 1

a Electrophoretic characterization of different AB1-42 amyloid species. Peptide was matured
under protocols for ADDLs or fibril formation prior to peptide culture treatments. Immunoblot was
done with 6E10 monoclonal antibody. b, ¢ TEM analysis of AB1-42 24 hours post-dissolution under
oligomer- (b) or fibril-forming conditions (c). Scale bar: 200 nm. d Western blot analysis of total tau
level or phosphorylated tau level (epitopes ser®®**® ser®/thr’®, and thr'®!, respectively) in
cortical cultures from Prnp”°, PrnP*”*, and Tg20 mouse samples (n = 6, Prnp®°; n = 6 PrnP”* and n
= 6 Tg20) after 24 hours of ADDL treatment.
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Supplementary Fig. 2

Comparative analysis of cortical primary culture from Prnpo/0 mice treated with ADDLs or fibrillar

AB1-42, respectively, for 6 hours (n = 3 ADDLs and n = 4 APB1-42). Note that tau expression
increases only when cells are treated with oligomers.
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Supplementary Fig. 3

Characterization of the APP/PS1 mouse model used in this study. a-d Immunohistochemical
analysis of 9-month-old animals with 4G8 monoclonal antibody for detection of amyloid plaques.
Scale bars a, b, ¢ = 200 um Scale bar d = 40 um. Abbreviations including H, hilus; GCL, granular cell
layer; ML, molecular layer; SLM, stratum lacunosum-moleculare; SR, stratum radiatum; SP,
stratum pyramidale; SO, stratum oriens; WM, white matter and |-VIb, neocortical layers. a
Absence of amyloid plaques in brain sections of wild-type mice in contrast to AP deposits found in
transgenic mice (b, c). d Higher magnification of the immunolabeled plaque framed in c. e
Increasing levels of soluble AB1-42 amyloid with age quantified by ELISA. 9 animals were analyzed
for each age.
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Capitulo 3:

Molecular screening of a Cell-Penetrating cis-y-Amino-L-Proline-Derived
Peptides library as inhibitors of AB production

Cristina Vergara, Patricia Carulla, Daniel Carbajo, Fernando Albericio, Isidre Ferrer, Miriam
Royo, Rosalina Gavin, José Antonio Del Rio

Resumen:

La enfermedad de Alzheimer es la forma més comun de demencia, afectando a 36 millones de
personas en todo el mundo. Se caracteriza por la acumulacion de tau hiperfosforilada, formando
ovillos neurofibrilares, y agregados del péptido B-amiloide (AB) en forma de placas. La etiologia de
la enfermedad se desconoce pero las formas genéticas apuntan a una desregulaciéon del
procesamiento de la proteina APP, precursora de AB. Esta proteina se procesa, en la enfermedad,
por B-y y-secretasas, dando como resultado en péptido AB.

Debido al gran impacto socioecondmico de esta patologia, asi como al aumento de nuevos casos
afio tras afio, es muy importante hallar un tratamiento. Hasta la fecha, los medicamentos
disponibles son paliativos y no consiguen frenar de manera permanente los sintomas de la
enfermedad. Actualmente, hay una gran multitud de ensayos clinicos destinados a probar nuevas
terapias mas efectivas. Recientemente, han aparecido unos nuevos compuestos llamados péptidos
capaces de penetrar la membrana o cell penetrating peptides en inglés (CPPs) que se estdn
abriendo paso en la industria farmacéutica debido a las ventajas que aportan en comparacion con
otros mecanismos, como una baja toxicidad y una alta penetrabilidad en diferentes tipos celulares.
En este estudio se ha testado una libreria de 50 y-péptidos ricos en prolina basados en el
mondmero cis-y-amino-L-prolina, capaces de entrar en el interior de las células y de penetrar la
barrera hematoencefalica.

En el modelo celular de células granulares de cerebelo, hemos visto un incremento de
neuritogénesis con algunos de los péptidos usados, que nos permitid hacer una primera
preseleccion.

En cultivos primarios neuronales, un pequefio porcentaje de estos péptidos eran capaces de
reducir los niveles del péptido AP y esta reduccion estaba relacionada con una disminucién de la
actividad BACE1, secretasa que participa en la formacién del péptido AB a partir de su proteina
precursora APP.

Por ultimo, estos resultados se corroboraron recientemente in vivo, inyectando
intraperitonealmente el péptido que mejor resultado habia mostrado en los pasos anteriores, el
P33. El cerebro de estos ratones mostraba una menor producciéon del péptido AR, revelando que el
péptido P33 podria ser un buen candidato como alternativa a las actuales terapias.

105







RESULTADOS - CAPITULO 3

Title: Molecular screening of a Cell-Penetrating cis-y-Amino-L-Proline-
Derived Peptides library as inhibitors of Ap production

Authors:

4

Cristina Vergara1’2'3, Patricia Carulla1’2’3, Daniel Carbajo *, Fernando Albericios, Isidre Ferrer6,

Miriam Royo4, Rosalina Gavin'??, José Antonio Del Rio"%*"

Affiliations:

1) Molecular and Cellular Neurobiotechnology, Institute for Bioengineering of Catalonia, Barcelona,
Spain.

2) Department of Cell Biology, Faculty of Biology, University of Barcelona, Barcelona, Spain.

3) Center for Biomedical Research in Neurodegenerative Diseases, Barcelona, Spain.

4) Combinatorial Chemistry Unit — Barcelona Science Park, Barcelona, Spain.

5) Institute of Biomedical Research, University of Barcelona, Barcelona, Spain.

6) Institute of Neuropathology, Hospital Universitari de Bellvitge

*Correspondance:

José Antonio del Rio, PhD.

Molecular and Cellular Neurobiotechnology
Institute for Bioengineering of Catalonia (IBEC)
Parc Cientific de Barcelona

Baldiri Reixac 15-21

08028 Barcelona

phone: +34-934020296

email: jadelrio@ibecbarcelona.eu

107




RESULTADOS - CAPITULO 3

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia. It is characterised by the
accumulation of hyperphosphorylated tau forming neurofibrillary tangles, and B-amyloid peptide
(AB) aggregates, amyloid plaques. The aetiology of AD pathology remains unknown, however, the
genetic forms of AD point to a deregulation of the proteolysis of the Amyloid Precursor Protein
(APP) resulting in the overproduction of ABR. AB peptide formation results from the amyloidogenic
cleavage of APP by [B- and y-secretases in the endosomes. By contrast, nonamyloidogenic
proteolysis of APP within the AR sequence by a- and y-secretases, releases an extracellular
fragment of APP (sAPPa) together with an intracellular peptide (AICD), and mainly occurs at the
plasma membrane level. Current therapeutic strategies, such as vaccination or inhibiting enzymes
involved in the production of AB, have been explored but their potential is certainly limited due to
numerous adverse side effects in clinical trials. One of the approaches that have been studied is the
modulation of B-secretase activity, which may lead to a reduction in AR peptide formation. Several
candidates have been developed in large pharmacological screenings. However, peptides may be
limited by low protease resistance and, sometimes, low membrane permeability. In the last few
years, several peptides capable of crossing the cell membrane, called cell-penetrating peptides
(CPPs) have been described in the literature, suggesting their potential application for drug delivery.
CPPs offer several advantages over other known cellular delivery systems, including low toxicity
and high penetrability in different cell lines. In this study, we have performed a screening of a
singular CPPs library of cis-y-amino-L-proline y-peptide oligomers functionalized at the proline o-
amine with several groups that mimic the side chains of natural amino acids, conferring some
advantages over other penetrating peptides, such as being less toxic and presenting higher
protease resistance. Here, we tested the peptides in different neuronal models. We found that they
induced low neuronal toxicity and neurite outgrowth. Additional experiments carried out with
selected peptides revealed lower AR production in either cortical primary culture and in APP/PS1
model, by lowering BACE1 activity, with one peptide, P33, performing the best results. Our results

reveal P33 peptide as a good alternative to current BACE1 inhibitors.

Keywords: Alzheimer’s disease, proline derived cell penetrating y-peptides, Amyloid beta, BACE1

INTRODUCTION
Alzheimer’s disease (AD) affects 36 million people worldwide. The hallmarks of the disease are the

accumulation of two misfolded proteins: amyloid beta (AB) peptide and phospho-tau. AB is
produced by an abnormal processing of its precursor protein: amyloid precursor protein (APP)
(Selkoe, 2001). Moreover, Tau is a microtubule associated protein whose function is regulated by
its phosphorylation state. When it becomes hyperphosphorylated at several epitopes, it detaches
from the microtubules to start aggregating into paired helical filaments (PHF) and later into
neurofibrillary tangles (NFT) (Braak and Braak, 1996, Avila, 2000).

Proteolytic processing of APP occurs via two alternative pathways resulting in different outcomes.

APP can be proteolyzed by a- and y-secretases in the nonamyloidogenic pathway, leading to the
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formation of sAPPa and AICD peptides, which have been related with autocrine or paracrine
functions (Thinakaran and Koo, 2008) and with intracellular signalling (Cao and Sudhof, 2001),
respectively. During the disease evolution, APP undergoes an alternative pathway termed
amyloidogenic pathway where it is proteolyzed by B-secretase first, followed by y-secretase. The
result of this pathway is the formation of AR peptide (Selkoe, 2001). After this, secreted A peptide
aggregates forming a hallmark of the disease, senile plaques, easily identifiable in post-mortem
brain samples or in current in vivo imaging in affected patients (Burton et al., 2009). Two B-
secretases acting on APP have been characterized: BACE1 and BACEZ2, although BACE2 has low
neuronal expression (Yan and Vassar, 2014). It has been reported that in post-mortem brain tissue
from AD, their activity is altered, and there is also a controversy whether their levels increase,
decrease or do not change (e.g. (Johnston et al., 2005, Stockley and O'Neill, 2007)).

The widely accepted theory called “amyloid cascade” states that AR deposition in the brain
parenchyma triggers a sequence of molecular events that lead to tau hyperphosphorylation and
loss of function (Hardy, 2009). The highest toxicity was recently attributed to the soluble (non
fibrillar) forms of AB aggregates known as oligomers (Lambert et al., 1998)(De Felice et al., 2008),
and it has been reported that the severity of AD appears to correlate better with the concentration of
these soluble species than with plaques (Klein et al., 2001). This suggests that a reduction in
peptide production may lead to a decrease in its aggregation and so in oligomer formation. That

would lead to an improvement in cognitive symptoms.

Currently available therapies for AD are mainly palliative. These therapies include
acetylcholinesterase (ACh) enzyme inhibitors (AChEI) and/or NMDA receptor antagonists like
Memantine (Parsons et al., 2013). Although the increase in ACh concentration in the brain has been
reported for being effective in mild to moderate disease, patients don’t recover the cognitive
damage and it doesn’t stop the disease (Yiannopoulou and Papageorgiou, 2013). In the last
decades, several immunotherapies have been developed following the statement of amyloid
cascade. Active and passive immunizations have been performed aiming to reduce AR deposition

with different results (reviewed in (Wisniewski and Goni, 2014)).

Active immunisation approach aims to cause a humoral response leading to antibody formation
towards AP peptide by the own immune system to reduce AR deposition. Studies performed in
transgenic AD mice demonstrated a reduction in deposition and in the related cognitive impairments
(Janus et al., 2000, Morgan et al., 2000). However, choosing the epitope used to cause this
humoral response is also a tricky task as there is a risk of causing a Th-1 mediated autoimmune
response. In fact, in 2002 a trial had to be stopped due to the appearance of meningoencephalitis in
6% of the patients (Gilman et al., 2005). Passive immunisation might be a good alternative. It
consists on injecting pre-formed antibodies to avoid peptide aggregation or stimulate plaque
clearance by microglia without inducing autoimmunity, although an immune response to them can
be developed. Nevertheless, these antibodies have to be able to cross the blood brain barrier
(BBB), need to be repeatedly injected in AD, and can cause haemorrhages (Wisniewski and Goni,
2014). Assays in transgenic AD mice model undergoing passive immunisation showed reduction in

AB levels and an improvement in cognitive impairment (ex. (Bard et al., 2000)). Indeed, several
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phase lll trials are in progress and results reported no clinical improvement (summarised in (Farlow
and Brosch, 2013)).

In order to overcome these difficulties, efforts have been made in improving the epitopes used for
vaccination. Several ongoing trials based on active immunisation with B-cells epitopes (Winblad et
al., 2012) or second generation immunisation using mimotopes (synthetic peptides mimicking
specific epitopes)(Schneeberger et al., 2009) are now in Phase I/ll. Results have not been reported
yet. These mimic peptides provide a new tool to generate an immune response towards a specific
toxic conformation, like oligomeric species, which can’t be found in a control brain. However, they
are based on the original sequence, still having the risk of causing cross reactivity to typical AR

peptides.

In the last few years, peptides capable of penetrating the cell membrane have been reported,
suggesting their potential as delivery agents for drugs. This peptides, known as cell-penetrating
peptides (Lindgren et al., 2000, Lundberg and Langel, 2003), offer advantages over other systems
like low toxicity or high efficiency in several cell lines (Davidson and Breakefield, 2003, Zhang et al.,
2004). However, this kind of delivers present limited use due to its low protease resistance or,
sometimes, rapid degradation (Milletti, 2012). To overcome these disadvantages, a new class of
foldamers was developed, the y-peptides (Farrera-Sinfreu et al., 2004). These are oligomers
mimetizing natural peptides and are based on cis-y-amino-L-proline. It has been described the
capability of these peptides of adopting secondary structure in solution (Farrera-Sinfreu et al.,
2005). In addition proline-rich peptides are soluble in water and are capable of being internalized by

eukaryotic cells (Fernandez-Carneado et al., 2004, Farrera-Sinfreu et al., 2005).

In this study, we performed a screening of a singular chemolibrary composed of 50 proline-derived
y-peptides to reduce AP formation in vitro and in vivo. 18 of the non-cytotoxic peptides were
selected for further studies to test their ability to reduce AB levels. We show that the number 33
(P33 peptide) reduced AR by affecting BACE1 activity in vitro and in APP/PS1 mice. Although in
preclinical stages, our findings suggest that this peptide could be a good alternative to current

therapies used in AD aimed to decrease AB burden.

MATERIALS AND METHODS
Mouse strains and genotyping

CD1 mice were purchased from Charles River, (France) and APP/PS1 mice were purchased from
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). In all cases, mating day was considered the embryonic

day 0 (EO), and the day of birth was considered as postnatal day 0 (PO).

For primary cultures, P5 litters from the same pregnant CD1 female were used in the citotoxicity and
axonal elongation assays. E16 embryos from six pregnant females were used in ELISA and BACE1

assays.

APP/PS1 ftransgenic line (B6.Cg-Tg(APPswe, PSEN1dE9) expresses human APP carrying the
Swedish mutation and also presenilin 1 deleted in exon 9. 13 males and females were used at 6

months of age. Mice were genotyped with the method described previously by Jankowsky et al.
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(Jankowsky et al., 2001) using three primers: PrP° sense primer (5’-cctetttgtgactatgtggactgatgtcgg-
3", PrP® antisense primer (5°-gtggataccccctcccccagectagacc-3'), and one primer specific to the

transgene (PS1: 5'-caggtggtggagcaagatg-3’, APP: 5’-ccgagatctctgaagtgaagatggatg-3’).

All studies were performed under the guidelines and protocols of the Ethical Committee for Animal
Experimentation (CEEA) at the University of Barcelona, and the protocol for the use of animals in
this study was reviewed and approved by the CEEA at the University of Barcelona (CEEA
approval# 329/14).

Solid-Phase Synthesis using Fmoc/Boc strategy of proline-derived y-peptides

50 y-peptides based on cis-y-amino-L-proline were synthesized to assay their citotoxicity and
capacity to elongate neurites in cerebellar granule cells culture, and their ability in reducing amyloid-
B levels in neuronal primary cultures. The strategy followed was a Fmoc/Boc combined solid-phase

strategy, as described previously in other works (Farrera-Sinfreu et al., 2004).

Cerebellar granule cells cultures

Cerebellar granule cells (CGCs) were obtained from CD1 P5-P7 mouse pups. They were obtained
in dissection media consisting of 0.03% KCI, 0.2% Glucose, NaHCO; and phenol red. Meninges
were removed and cerebellums were isolated. They were sliced with a chopper at 300 um and then
trypsinized during 15 minutes at 37°C. Normal horse serum was added to the tissue and then it was
centrifuged. Cells were dissociated by trituration in 0.1 M PBS containing DNase with a polished
pipette. Cells were then centrifuged and resuspended in 6 ml of dissecting media, to perform a 35%
and 60% Percoll gradient. Once the cells were centrifuged, cerebellar granule cells layer formed
between Percoll gradients was collected and resuspended in complete media BME supplemented
with 2 mM L-glutamine, antibiotics (Pen. /Strept), horse serum, fetal bovine serum and 45% glucose
(Invitrogen-Life Technologies, Belgium). 150.000 cells/well were plated in 24-well plates (Nunc.
Denmark) on coverslips precoated with poly-D-lysine (Sigma, MO, USA) and grown for 24 hours in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with N2 and B27 supplemented with serum.

After 24 hours, serum was removed.

Primary neural cultures

Primary cultures from E16 CD1 mice were obtained in ice-cold 0.1 M PBS supplemented with 6.5
mg/ml glucose as described previously (Vergara et al., 2014). Briefly, E15-16 mouse embryo brains
were dissected and washed in ice-cold 0.1 M PBS containing 6.5 mg/ml glucose. Meninges were
removed and the cortical lobes isolated. Tissue was trypsinized and cells were dissociated by
trituration in 0.1 M PBS containing 0.025% DNase with a polished pipette. Dissociated cells were
plated at ~3,000 cells/mm? on plates (Nunc, Denmark) coated with poly-D-lysine (Sigma, MO, USA).
The culture medium used was Neurobasal supplemented with 2 mM glutamine, 6.5 mg/ml glucose,
antibiotics (Pen./Strept.), horse serum, and B27 (Invitrogen-Life Technologies, Belgium). After 24
hours, serum was removed and media was changed every 3 days. After 6 days in vitro, cultures

were stimulated with proline-derived y-peptides for 48 or 120 hours.
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In vitro proline—derived y-peptides treatment

Three procedures were used: (I) For the citotoxicity assay, cells were treated 2 hours after
deprivation at three different concentrations: 12,5 yM, 25 yM and 50 uM for 24 hours. Cells were
then washed with 0.1 M PBS and double-stained with Propidium lodide at 1 ug/ml and Hoechst 1
MM. Coverslips were mounted in FluoromountTM (Vector Labs, Burlingame, CA, USA). (Il) For the
neurite length assay, cells were treated at 25 uyM for 24 hours. Cells were then fixed with phosphate
buffered 4% paraformaldehyde, pH 7.3 for 30 minutes at 4°C, double-stained with phalloidin 1 pM
and Hoechst 1 yM, and mounted in FluoromountTM (Vector Labs, Burlingame, CA, USA). Images
were obtained using an Olympus BX61 microscope equipped with cooled DP72L digital camera.
Neurite length in cultures was assessed following image acquisition using ImageJ software. A mean
of 30 cerebellar granule cells were analysed for each condition and peptide. (lll) Neural primary
cultures were treated at 25 yM for 48 or 120 hours. During this period, media was not changed.
Media was collected with 1x protease inhibitor and analysed by ELISA. Cells were collected with

lysis buffer or CelLytic M (Sigma) for western blot or BACE1 activity assay.

Proline—derived y-peptides intraperitoneal injection

13 APP/PS1 animals (6 females and 7 males), were treated intraperitoneally with 0.1 M PBS (6
animals: 3 females and 3 males), or 200 pg/kg/day of P33 peptide (7 animals: 3 females and 4
males), during 3 consecutive days. 3 days after the last administration, animals were killed and their
brains were removed. Cortex and hippocampus of each mouse were dissected together and were

immediately frozen at -80°C for further analysis.

Western Blot

Soluble homogenate from APP/PS1 mouse cortex brains, and cultured cells were processed for
Western blot. Collected samples were homogenized in lysis buffer: 50 mM Hepes, 150 mM NacCl,
1.5 mM MgClI2, 1 mM EGTA, 10% glycerol, 1% Triton X-100 or 100 mM Tris pH 7.0, 100 mM NaCl,
10 mM EDTA, 0.5% NP-40, and 0.5% Sodium Deoxycolate, and in both cases with supplemental 1x
protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitors as above indicated. After this, samples were
centrifuged at 13000 xg for 20 minutes at 4°C. The resulting supernatant was normalized for protein
content using BCA kit (Pierce). Cell extracts were boiled in Laemmli sample buffer at 96°C for 5
minutes, followed by 10% SDS-PAGE electrophoresis. They were then electrotransferred into
nitrocellulose membranes for 1 hour at 4°C, 100V. Membranes were blocked with 5% non-fat milk in
0.1 M Tris-buffered saline (pH. 7.4) for 1 hour and incubated overnight in 0.5% blocking solution
containing primary antibodies. After incubation with peroxidase-tagged secondary antibodies
(1:2000 diluted), membranes were revealed with the ECL-plus chemiluminescence Western blot kit

(Amersham-Pharmacia Biotech).

ELISA
Brain homogenates from APP/PS1 and media collected from treated neural cultures were analysed

by ELISA to see the levels of amyloid-p peptide.
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Brain homogenates obtained as previously described, were diluted 1:2 in standard diluent buffer
and 1x protease inhibitor. Media from the previous described cultures was also analysed without
diluting the sample. Amyloid burden was measured using the AB42 Human ELISA kit (Invitrogen-
Life Technologies, Belgium) following the manufacturer’s protocol. Microwell plate absorbance at

450 nm was read with Opsys MR microplate reader (Dynex Technologies).

BACE1 activity

Neuronal primary culture cells treated with the peptides, were scrapped and collected after 48 or
120 hours of treatment with CelLytic M (Sigma) and 1x protease inhibitors. Samples were
centrifuged at 13000 xg for 20 minutes at 4°C, and the resulting supernatant was used to assay
BACE1 activity with BACE1 Activity detection kit (Sigma), following manufacturer's protocol.
Microwell plate fluorimeter was set with excitation at 320 nm, and emission at 405 nm, and the
measurement of fluorescence intensity signal was performed with Opsys MR microplate reader
(Dynex Technologies) right after the substrate was added to get the “time zero” point. After 2 hours
at 37°C, fluorescence was measured again after bringing the plate at room temperature. The

percentage of cleavage was obtained following manufacture’s protocol.

Real-time quantitative PCR

Total RNA from cortical-hippocampal samples obtained from treated mice was extracted with
mirVana isolation kit (Ambion, TX, USA). Purified RNAs were used to generate the corresponding
cDNAs required as templates for the RT-qPCR ampilification. The primers used in this study were:
5’-agcaaaccaccaagtggagga-3° and  5’-gctggcaccactagttggttgt-3° for mouse TNFa; 5'-
ttgtggctgtggagaagctgt-3' and 5’-aacgtcacacaccagcaggtt-3’ for mouse IL1B (Selvaraj et al., 2009).
PCR reaction was performed with Roche LightCycler 480 detector, using 2x SYBR Green master
Mix (Roche) as reagent, following manufacturer's protocol. Reaction consisted in a denaturation-
activation cycle (95°C for 10 minutes) followed by 40 cycles of denaturation-annealing-extension
(95°C for 10 seconds, 55°C for 15 seconds and 72°C for 20 seconds). mRNA levels were quantified
using LightCycler 480 software. Data were analyzed with SDS 1.9.1 Software (Applied Biosystems,
USA) following the 2-AACT method of Applied Biosystems (Livak and Schmittgen, 2001). Results
were normalized by the expression levels of the housekeeping gene, gapdh (5'-
aggtcggtgtgaacggatttg-3’) and (5'-tgtagaccatgtagttgaggtca-3’), which were quantified simultaneously
with the target gene (Carulla et al., 2011).

Densiometry and Statistical analysis
Western Blots were quantified from revealed films scanned at 2400x2400 dpi (i800 Microtek high-
quality film scanner, Hsinchu, Taiwan). Densiometric analysis was performed using Imaje J

software.

Statistical analysis of the resulting data was performed using STATGRAPHICS Plus 5.1 program
using Student t-test. Asterisks appearing in the figures indicate the following p-values: (*) p<0.05,
(**) p<0.01, (***) p < 0.001.
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RESULTS

Proline-derived y-peptide cytotoxicity and axonal elongation in CGCs

Proline-rich peptides can be solubilized in water and internalized by eukaryotic cells. Previous
studies reported their cell uptake properties in COS-1 and Hela cells, and also their low cytotoxicity
in the same cell lines (Farrera-Sinfreu et al., 2005). In this study, 50 of these proline-rich peptides
were tested in CGC culture to define their toxicity and their capacity to elongate axons in these

cells.

Toxicity was determined 1 day after stimulation with the y-peptides in three different concentrations:
12.5 uM, 25 uM and 50 pM, being 25 uM the same used in previous studies (Farrera-Sinfreu et al.,
2005). The technique consisted in double-staining the cells with Hoechst, and propidium iodide, an
apoptosis marker (fig. 1). Those cells positive for both markers were counted as dead. Table 1
shows the results for the whole library of y-peptides at each concentration used. Results show a
dose-dependent tendency in most cases, as toxicity was higher at the highest concentration used,
but there were minimum differences between the two lowest concentrations used in most of the y-
peptides (figure 1b). Among the three different concentrations, the one selected was 25 uM to
perform further studies, as there were minimal differences between this one and the lowest one,

and even in some y-peptides, toxicity was lower at this concentration (table 1).

The next step was to test axonal elongation in the same cell type, using the concentration of y-
peptides chosen in the earlier step. Cells were plated in a lower density, and y-peptides were added
to media to see their capacity to elongate cells’ axons (fig. 2). All y-peptides were tested in the same
conditions and an approximate number of 30 phalloidine-positive cerebellar axons were analyzed
per condition (figure 2a). Results obtained directly with Image J software were converted to um to
estimate the length of the axons in comparison with PBS (figure 2b), and the results for the whole
library are shown in table 2. Surprisingly, some of the y-peptides inducing the highest levels of
cytotoxicity (e.g. P16: 8.71 £ 0.79; P33: 2.94 + 0.31; P39: 2.51 + 0.39; PBS: 1.00 * 0.00), were able
to produce an average of 20% increase in axonal length (e.g. P16: 1.17 + 0.06; P33: 1.18 + 0.15;
P39 1.15 £ 0.09; PBS: 1.00 = 0.00). Other y-peptides like P24 showed lower levels of toxicity (1.31
1 0.42), and induced one of the highest elongation value seen in CGCs (1.42 + 0.19).

From both assays, 18 y-peptides were selected based mainly on their axonal elongation ability (fig.

2) for further assays.

Reduction of amyloid-beta production in neuronal primary cultures treated with selected y-

peptides is mediated by a reduction of BACE1 activity

Soluble levels of AR peptides and its oligomeric forms correlate much better with the degree and
cognitive deficits of Alzheimer’s disease than the plaques themselves do (Klein, 2002). Biochemical
determination of these soluble species by ELISA or Western Blot has enabled a more precise

evaluation of amyloid species and its quantity.

Cortical neurons from CD1 mice at E16 were first plated in three different densities to follow the
progression of AB release in the media under natural amyloidogenic APP processing. Samples
were collected at 3 different days: 8, 11 and 15 days in vitro (DIV). An ELISA against AR 1-42

peptide was performed with the media collected, using different dilutions of the samples (data not
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shown). 2 days were selected to perform the following experiments with the peptides: 8 and 11 DIV,
as the release get its peak within these two times. A cell density number was also established (data

not shown).

Neuronal primary cultures were then plated at the chosen density and 18 y-peptides previously
selected were tested at a concentration of 25 uM at day 6 in vitro. 48 or 120 hours later, media was
collected to perform again an ELISA against AR 1-42 peptide showing the amount of peptide
released to the media during the treatment, compared to PBS, at 8 or 11 DIV (fig. 3a). All the y-
peptides reduced the amount of AR released at 11 DIV compared to the control. Again, P24 was the
one that showed better results (0.34 + 0.12) compared to PBS (1.00 + 0.08), although P33 (0.38 +
0.09) and P39 (0.45 + 0.02) were close. At DIV8, P7 and P16 were unable to reduce the amount of

peptide released compared to PBS, as they showed an increase of 15-20% in A levels (fig. 3a).

To ensure that the decrease in amyloid levels was not related with an increase in cell death, cells
were also collected at 8 DIV to test the toxicity of the y-peptides in this kind of culture by Western
Blot for cleaved caspase 3 (fig. 3b). Some y-peptides like P58, P67, or P69 reduced the amount of
AB-peptide released to media between 30% and 50% (fig. 3a), but this also correlated with an
increase in cleaved caspase-3 levels (fig. 3b), indicating an increase in neuronal death that could be

the cause of this reduction. Others, like P7 or P16 showed toxicity levels 10% below the control.

Next, we wanted to know whether these y-peptides were affecting the process of AR 1-42
production. This peptide comes from an abnormal processing of its precursor protein amyloid
precursor protein (APP) by two complexes of secretases, being BACE1 a part of them (Selkoe,
2001). One way of preventing or reducing the amount of peptide produced would be by inhibiting
BACE1 activity.

According to the results explained above these lines, 4 y-peptides were selected based on the
reduction of AR 1-42 peptide released and the health of the cultures. These selected y-peptides
were used to perform an assay to test BACE1 activity in the same type of culture, at both DIV used
previously. Results displayed in figure 4 showed a reduction of 20% in BACE1 substrate cleavage
with peptides P24 and P39 at both 8 and 11 DIV. P7 didn’t show any reduction at 8 DIV but the
cleavage was the same as in the other peptides at 11 DIV. Peptide P33, however, was the best one

in reducing the activity of the enzyme, showing 50% less cleavage at both DIV (fig. 4).

Acute intraperitoneal P33 injection induced a significant reduction of AB levels in APP/PS1

brain

A lack of a functional therapy for Alzheimer’s disease has enhanced the research performed in this
field in the last decades. A lot of knowledge has been collected and some approaches like AR
therapies have been developed, but the main problem implied in these therapies is a possible side-

effect: an autoimmune reaction (reviewed in (Wisniewski and Goni, 2014)).

In this study, we aimed to find an alternative to these therapies by simply applying a systemic
treatment composed of a peptide capable of crossing the blood brain barrier (BBB). P33 peptide
was selected to perform an acute treatment in thirteen APP/PS1 mice that were 6 months old, and

0.1 M PBS was used as vehicle. Polytroned and homogenized brains were analysed by ELISA and
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Western Blot (figure 5). ELISA showed a significant reduction in AB levels in the brain of the animals
treated with P33 (0.42 1+ 0.04), compared to the ones treated with vehicle (1.00 + 0.06) (fig. 5a).

Alzheimer’s disease is characterised by impairments in the cholinergic and glutamatergic systems,
involved in processes like memory and learning (Parsons et al., 2013). Dysfunction in the
glutamatergic system may lead to extended neuronal loss that can lower the levels of amyloid beta
in the brain. WB for cleaved caspase 3 was performed to assess whether this reduction was related
with an increase in cell death. Results don’t show any increase in cell death in the brain of the
animals treated with the peptide compared to the control ones (fig 5¢c-d), suggesting that the levels

were lowered by a mechanism derived from the peptide.

Finally, the safety of the peptide was assessed by measuring the expression of inflammatory
cytokines. Quantitative real-time PCR was performed in mRNA samples of the animals treated to
test the inflammation caused by the treatment by measuring TNFa and IL1B expression levels.

Results didn’t notice a significant increase in any of the genes analysed (fig. 5b).

DISCUSSION

Improvements in diagnosing AD at previous stages and in its therapies need to be done. If
therapies are applied in mild to final stages, amyloid plaques can be reduced but there is no
improvement in cognitive impairment (Holtzman et al., 2012). Moreover, amyloid therapies may only
be focus in one part of the problem, as no effects on tau pathology are normally seen. A double-
treatment therapy addressing the two main hallmarks may be a better alternative, but as currently
amyloid therapies are based on the original AR sequence, there is a risk of cross-reactivity
(Wisniewski and Goni, 2014). Here we present a y-peptide showing a reduction in AB levels in a

mouse model of the disease that could be a good alternative to use in a double-treatment approach.

In this study we have performed a screening of a chemical library formed by 50 y-peptides. Our
experiments using some of these peptides have revealed their potential in axonal elongation and in
reducing AB levels in vitro and in vivo, without affecting cell viability, becoming a potential treatment

for the disease.

First screening of y-peptides in CGCs: cytotoxicity and axonal elongation

Primary CGCs cultures have long been used in the study of neuronal apoptosis or cell survival, and
to study molecules related with apoptotic processes found in neurodegenerative diseases (reviewed
in (Contestabile, 2002) and (Canu and Calissano, 2003)). In fact, previous studies also reported the
use of CGCs to identify new CPPs (Sheng et al., 2009).

According to this, y-peptides were first tested in a culture of CGCs to examine their toxicity and find
the best dose. Although previous studies using HelLa and COS cells were performed to assess the
toxicity of these peptides at 25uM (Farrera-Sinfreu et al., 2005), we established three different
treatment conditions to see which one was the optimal for this neural model. Starting with the one
previously reported 25uM, two other concentrations above (50uM) and below (12.5uM) were also
set and used. Results showed that there were minimum differences between the two lower doses,

and that in some cases peptides were less toxic at 25uM (Fig. 1b and Table 1).
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In a second set of experiments we determined that some of these y-peptides enhanced the neurite
outgrowth. In fact, although we did not determine the molecular mechanism involved in this effect,
results suggest that the application of the peptides in animal models may have two actions, first
acting on BACE activity as well as in neuronal survival and neuritogenesis, both aspects decreased
in AD patients.

y-peptides reduce amyloid beta levels by reducing BACE1 activity in neuronal primary
cultures

It has been reported in animal models of AD that AB starts to deposit in earlier stages of the
disease, at 4 months of age (Garcia-Alloza et al., 2006), and the amount of AB peptide increases
with age in these animals (Vergara et al., 2014). Hence, a reduction in its production may lead to

less deposition and so a general improvement in these mice.

A total of 16 candidates from the initial library were chosen to test their ability in reducing amyloid
burden in neuronal primary cultures from neocortex and hippocampus. Neurons comprised in these
two areas are the most affected neurons in AD affected brains (Braak and Braak, 1995). Several
approaches have been tested to reduce the amyloid burden in AD brains (e.g. (Hong-Qi et al.,
2012)), some of them leading to meningoencephalitis after treatment (Pride et al., 2008). Our
peptides emerge as a good alternative to the peptides used for active immunisation to date, as they

don’t rely on a natural peptidic sequences, so avoiding the risk of causing an autoimmune response.

ELISA analysis performed with media samples after peptide treatment showed lowered levels of Ap
42 peptide. This peptide, present in AD brains, is the one more prone to aggregate and form
deposits (Yan and Wang, 2006). Among all the candidates, the peptide number 33 performed better
than the others. Our results show promising perspectives as this P33 peptide was able to lower
amyloid levels, specifically AB42. Moreover, toxicity assay using western blot to detect caspase 3

demonstrated that in most cases, the decrease in AR was not due to cell death.

The mechanism by which y-peptides reduced amyloid levels was unknown, so we wondered
whether they could regulate these levels by modifying BACE1 enzyme. Four peptides were selected
to study BACE1 activity. BACE1 activity assay revealed that almost all the peptides selected were
able to reduce its activity, but P33 was the one performing better, reducing significantly up to 50%
the cleavage of the substrate. Further experiments are now being developed in our group to know if
y-peptides interact directly with the enzyme or whether it is an indirect mechanism.

P33 y-peptide injected intraperitoneally reduced of amyloid burden in the brain of APP/PS1
mice

Peptidomimetic BACE1 first generation inhibitors have been developed but lack some of the
properties required to be used in vivo, like oral bioavailability or long-serum half-life or BBB
penetration (Yan and Vassar, 2014). Second and third generation inhibitors still lack some of this
properties. There are a few ongoing clinical trials that are testing several of these BACE1 inhibitors
with encouraging results in reducing AB levels in plasma and CSF (e.g. (Forman et al., 2012,
Forman et al., 2013)), but others had to be stopped due to adverse effects (May et al., 2011)

(reviewed in (Yan and Vassar, 2014)).
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In vivo studies were performed to corroborate our in vitro data. Encouraging results in reducing
amyloid burden, without causing significant brain inflammatory response, were obtained by injecting
the previous selected P33 peptide intraperitoneally into a mouse model of the disease: APP/PS1.
APP/PS1 is a model that carries the Swedish mutation (Lys670Asn, Met671Leu) located near the [3-
secretase cleavage site, and it increases the efficiency of B-secretase processing of APP leading to
an increase in C99 and total AB production (Griffiths et al., 2011).

Further experiments would be performed to know the pharmacokinetic properties of the peptide, to
elucidate the mechanism of inhibition, to establish the best dose and the pattern of administration to

obtain a sustained response.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Analysis of the cytotoxicity derived from peptide treatment in CGCs. Cerebellar
granule cells from CD1 mice were plated and treated with either the peptides at three different
concentrations, or the vehicle, PBS. (a) Photomicrographs illustrating staining of primary CGC
culture with Hoechst and Propidium iodide 1 day after stimulation with some y-peptides at 25 uM to
differentiate the amount of alive cells in each condition. There is a dose-dependent tendency in
most cases, with more concentration causing more citotoxicity. (b) Analysis and quantification of the
cytotoxicity exerted by all the peptides at the three different concentrations tested. PBS was taken
as the unit. Results represented as a fold change, show minimum differences between the lower

doses.

Figure 2. Analysis of the axonal elongation after peptide treatment. Cerebellar granule cells
from CD1 mice were plated at low density and treated again with either the peptides at 25 uM, or
the vehicle, PBS. (a) Photomicrographs illustrating some phalloidine-positive CGCs axons after 24
hour of peptide treatment at 25 pM. Representative images of 5 peptides of the whole library are
shown. (b) Relative quantification analysis of the elongation performed by a selection of peptides on
CGCs axons compared to PBS. PBS was taken as the unit and results are shown as a fold change.

An average of 30 CGCs were analysed per condition.

Figure 3. Amyloid-f8 and caspase-3 levels. Neuronal primary culture from E15-16 CD1 embryos
were plated and treated with previously selected peptides (25 uM) or vehicle, PBS, for 48 or 120
hours. (a) ELISA analysis of AR 42 peptide levels secreted in the media collected at 8 and 11 days
in vitro. Some peptides show a reduction of amyloid levels compared to PBS, which was taken as
the unit. (b) Western blot analysis of caspase-3 and cleaved caspase 3 levels in the same cultures
to test the cytotoxicity caused by peptide treatment. An antibody against tubulin was used for
normalization. Peptides 71 and 103 caused excessive cell death, as there is a few amount of

protein remaining in the membrane.

Figure 4. BACE1 activity. Neuronal primary culture from E15-16 CD1 embryos were stimulated
with either selected peptides (25 uM) or PBS. Cells were collected to analyse BACE1 activity using
a fluorimetric assay. PBS was taken as the unit and results are shown as the fold change.
Significant results were obtained concerning P33 peptide, although P24 and P39 performed well

too. Asterisks indicate statistical significance (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, t-test).

Figure 5. In vivo assay performed with P33 peptide in APP/PS1. P33 peptide was injected
intraperitoneally at 200 pg/kg/day in 7 APP/PS1 mice of 6 months together with 6 APP/PS1 animals
that were treated with PBS as the vehicle, for 3 days. 6 days after the first administration, their
brains were collected and processed. (a) AR 42 levels were analysed by ELISA performed with
soluble cortical and hippocampal brain extracts. Results show a significant decrease in the peptide
levels in those animals treated with the peptide. (b) Inflamatory response derived from the treatment
was analysed by measuring TNFa and IL18 mRNA levels by RT-gPCR, with RNA extracted from

the treated animals. There is no significant result, suggesting no inflammatory response. (c)
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Caspase-3 and cleaved caspase-3 levels were assessed from soluble brain extracts. Any of the
animals showed an activation of caspase-3, suggesting no cytotoxicity was induced because of the
treatment. (d) Densitometric analysis of cleaved caspase-3 levels. Asterisks indicate statistical
significance (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, t-test).
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Figure 1. Analysis of the cytotoxicity derived from peptide treatment in CGCs. Cerebellar
granule cells from CD1 mice were plated and treated with either the peptides at three different
concentrations, or the vehicle, PBS. (a) Photomicrographs illustrating staining of primary CGC
culture with Hoechst and Propidium iodide 1 day after stimulation with some y-peptides at 25 uM to
differentiate the amount of alive cells in each condition. There is a dose-dependent tendency in
most cases, with more concentration causing more citotoxicity. (b) Analysis and quantification of the
cytotoxicity exerted by all the peptides at the three different concentrations tested. PBS was taken
as the unit. Results represented as a fold change, show minimum differences between the lower
doses.
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FIGURE 2
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Figure 2. Analysis of the axonal elongation after peptide treatment. Cerebellar granule cells
from CD1 mice were plated at low density and treated again with either the peptides at 25 uM, or
the vehicle, PBS. (a) Photomicrographs illustrating some phalloidine-positive CGCs axons after 24
hour of peptide treatment at 25 pM. Representative images of 5 peptides of the whole library are
shown. (b) Relative quantification analysis of the elongation performed by a selection of peptides on
CGCs axons compared to PBS. PBS was taken as the unit and results are shown as a fold change.

An average of 30 CGCs were analysed per condition.
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FIGURE 3
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Figure 3. Amyloid-B and caspase-3 levels. Neuronal primary culture from E15-16 CD1 embryos
were plated and treated with previously selected peptides (25 uM) or vehicle, PBS, for 48 or 120
hours. (a) ELISA analysis of AR 42 peptide levels secreted in the media collected at 8 and 11 days
in vitro. Some peptides show a reduction of amyloid levels compared to PBS, which was taken as
the unit. (b) Western blot analysis of caspase-3 and cleaved caspase 3 levels in the same cultures
to test the cytotoxicity caused by peptide treatment. An antibody against tubulin was used for
normalization. Peptides 71 and 103 caused excessive cell death, as there is a few amount of

protein remaining in the membrane.
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FIGURE 4
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Figure 4. BACE1 activity. Neuronal primary culture from E15-16 CD1 embryos were stimulated
with either selected peptides (25 uM) or PBS. Cells were collected to analyse BACE1 activity using
a fluorimetric assay. PBS was taken as the unit and results are shown as the fold change.
Significant results were obtained concerning P33 peptide, although P24 and P39 performed well
too. Asterisks indicate statistical significance (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, t-test).
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Figure 5. In vivo assay performed with P33 peptide in APP/PS1. P33 peptide was injected
intraperitoneally at 200 pg/kg/day in 7 APP/PS1 mice of 6 months together with 6 APP/PS1 animals
that were treated with PBS as the vehicle, for 3 days. 6 days after the first administration, their
brains were collected and processed. (a) AR 42 levels were analysed by ELISA performed with
soluble cortical and hippocampal brain extracts. Results show a significant decrease in the peptide
levels in those animals treated with the peptide. (b) Inflamatory response derived from the treatment
was analysed by measuring TNFa and IL18 mRNA levels by RT-gPCR, with RNA extracted from
the treated animals. There is no significant result, suggesting no inflammatory response. (c)
Caspase-3 and cleaved caspase-3 levels were assessed from soluble brain extracts. Any of the
animals showed an activation of caspase-3, suggesting no cytotoxicity was induced because of the
treatment. (d) Densitometric analysis of cleaved caspase-3 levels. Asterisks indicate statistical
significance (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, t-test).
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Des de su descubrimiento, la proteina pridnica celular (PrP) ha estado en el punto de mira de la
investigacion focalizada en las enfermedades pridnicas. Estas enfermedades siguen sin tener cura
aunque su prevalencia es muy baja hoy en dia. S.B. Prusiner acufié el término “priéon” para
referenciarlo al agente causante de estas enfermedades (Prusiner, 1982), un agente de naturaleza
proteica, que llevd al descubrimiento de PrPS. El fendmeno molecular principal en este tipo de
enfermedades, es la conversion de PrP¢ a su forma patoldgica rica en hojas beta (PrP*) (Colby and
Prusiner, 2011), aunque hay datos que sugieren que las dos formas podrian co-existir en un
equilibrio dindmico que, en condiciones fisioldgicas, favorece a PrP® (Aguzzi and Calella, 2009). No
obstante, existe cierta controversia referente a si esta proteina sufre una pérdida de funcién o por
el contrario, una ganancia de toxicidad en el caso de que ésta sea convertida a la forma patoldgica.

Muchos han sido los estudios publicados en la ultima década enfocados en las funciones
fisiologicas de PrPS, asi como en su localizacidn celular. Por un lado se han generado modelos in
vivo, como animales transgénicos knockout (KO) (Bueler et al., 1992, Manson et al., 1994),
animales que sobreexpresan la proteina (Fischer et al., 1996) o formas truncadas de ésta
(Shmerling et al., 1998, Li et al., 2007), e incluso una proteina de fusién PrP¢ — GFP (Barmada et al.,
2004), que permite una facil localizacidon. Por otro lado, se han generado también modelos in vitro,
mediante el uso de lineas celulares transfectadas con la proteina o sus formas truncadas, o con la
expresion silenciada de la proteina. Estas aproximaciones nos han permitido indagar en sus
funciones y su localizacidn, y conocer el papel de la proteina en procesos como la neuritogénesis,
el estrés oxidativo (Brown et al., 2002), la excitabilidad neuronal y la actividad sinaptica, pero
también en sistemas complejos como el sistema inmune o el sistema nervioso, donde juega un
papel importante en el comportamiento y la memoria (revisado en (Linden et al., 2008)).

En nuestro laboratorio, se han realizado andlisis gendmicos mediante muestras de hipocampo de
ratones adultos que sobreexpresan la proteina, que no la expresan, o ratones wild type (Rangel et
al., 2009), asi como en la linea celular de neuroblastoma (N2a) (Llorens et al., 2013b). Los datos
obtenidos en estos dos andlisis gendmicos, validados también por RT-gPCR, han permitido
relacionar a PrP® con un rol en la excitabilidad neuronal, asi como en procesos relacionados con el
ciclo celular, crecimiento neuritico, trafico intracelular, entre otros.

Recientemente, el protagonismo de esta proteina ha cobrado fuerza por su implicacién en la
enfermedad de Alzheimer (EA). Des de las primeras investigaciones de Alois Alzheimer en su
laboratorio, no se produjo un gran avance en el conocimiento de esta enfermedad. No fue hasta
muchos afios después, gracias a técnicas como la microscopia electrdnica, que se pudieron
contemplar en detalle los componentes neuropatoldgicos caracteristicos que encontramos en el
cerebro de los pacientes. Al inicio de los 90, se formulé la llamada “hipdtesis amiloide”, por Hardy
y .Higgins (Hardy and Higgins, 1992). Esta hipotesis postula que la pieza central de la enfermedad
es el depdsito del péptido AB, de modo que la aparicién de los ovillos neurofibrilares y demas
cambios neuropatoldgicos, se encuentran corriente abajo en la sefializacién mediada por estos
depbsitos.

Existen estadios previos de agregacién anteriores a la formacién de los depdsitos. AB se puede
encontrar en su forma monomeérica, pero puede ensamblarse formando oligémeros de bajo peso
molecular, que se pueden agregar formando oligdmeros de elevado peso molecular, estos pueden
formar protofibrillas y fibrillas y finalmente se formarian las placas amiloides. A finales de los 90,
un estudio ponia en el punto de mira a las formas oligoméricas, mostrandolas como las especies
mas toxicas con respecto a formas de mayor complejidad y tamafio como las fibras o las placas

131




RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION

(Lambert et al., 1998), y que mejor correlacionan con la progresién de la enfermedad (McLean et
al.,, 1999, Lesne et al., 2006, Roychaudhuri et al., 2009). Pocos anos después, varios autores
publicaban protocolos de preparacién de oligdmeros sintéticos para su uso in vitro en el
laboratorio (e.g. (Klein, 2002)), facilitando asi su estudio, y que han sido utilizados en la presente
tesis.

En los ultimos afos, un volumen considerable de publicaciones ha relacionado a la PrP° con la EA.
Se ha observado que PrP® podria realizar una posible regulacién en el procesamiento de la
proteina precursora amiloide (APP) por B-secretasa, responsable de su protedlisis en la EA (Parkin
et al., 2007, Griffiths et al., 2011). Sin embargo, otras publicaciones han sembrado la controversia
en la relacién entre la EA y la PrP® argumentando que esta, debido a su interaccién de elevada
afinidad con AP, era un posible receptor de las formas oligoméricas (Lauren et al., 2009). Des de
esta Ultima publicacién, varios han sido los intentos de otros autores por corroborar estos datos,
sembrando asi la polémica acerca de si la presencia o la ausencia de la proteina estan relacionadas
con el dafio cognitivo presente en la enfermedad, utilizando diferentes aproximaciones, discutidas
mas adelante en esta discusion.

La publicacién de todos estos datos nos hizo preguntarnos qué papel podria tener PrP¢ en la
fosforilacidn de tau, si realmente esta es una mediadora de la cascada intracelular de AB, ya que al
inicio de la presente tesis, la mayoria de estudios estaban enfocados en el dafio cognitivo y el
depdsito de AB. De este modo, el estudio de la proteina en el transcurso de la enfermedad y la
modulacién de los niveles de expresion podria ayudarnos a entender qué papel juega en la
sefializacién mediada por AP respecto a tau, asi como corroborar los datos publicados acerca del
rol de PrP® en la formacién de agregados de AB. Ademas, la presencia de oligémeros de AR en
enfermedades pridnicas junto con la descrita interacciéon entre AB y PrPS, nos movié a explorar
también el papel de los depdsitos de A en la capacidad infectiva de cepas inoculadas de pridn.

Debido al gran impacto socioeconémico de la EA, la busqueda de un tratamiento efectivo ha
llevado a ensayos clinicos a multitud de compuestos de diferentes naturalezas. En los ultimos
anos, se han realizado varias aproximaciones, des de tratamientos basados en la inmunoterapia, al
uso de péptidos capaces de atravesar membranas bioldgicas como la BHE para su uso como
transportadores de farmacos (Delrieu et al., 2012). El campo de los péptidos capaces de penetrar
la membrana presenta una buena alternativa terapéutica, por su capacidad de penetrar diferentes
barreras bioldgicas y actuar frente a dianas intracelulares. Recientemente se ha descrito una
familia de este tipo de péptidos llamados y-péptidos no naturales derivados de prolina (Pujals and
Giralt, 2008), que pueden ser funcionalizados con tal de conferirles propiedades hidrofilicas o
hidrofdbicas e incluso permiten la unién covalente de un farmaco (Farrera-Sinfreu et al., 2005).

En trabajos anteriores a esta tesis doctoral, se ha demostrado la internalizacion de estos péptidos
en diferentes lineas celulares (Farrera-Sinfreu et al., 2005), y a nivel funcional se ha estudiado su
actividad anti-leishmania y anti-malarica (Carbajo, 2012). Mas recientemente, también se ha
evaluado su capacidad para penetrar la BHE (Pulido, 2014), una propiedad necesaria para un
posible uso terapéutico en enfermedades neurodegenerativas.

Teniendo en cuenta los datos explicados en las lineas anteriores, en esta tesis se ha dado
respuesta a los objetivos planteados inicialmente, y se han aportado datos que corroboran y
amplian los datos bibliograficos iniciales con los que contabamos, ofreciendo informacién acerca
de la modulacién ejercida por PrP en los niveles de expresién de tau, en pacientes en estadios
iniciales de la enfermedad asi como en modelos animales, de la relacidn entre PrP® y AB tanto en
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el depdsito de AB como en la infectividad del pridn, e incluso se ha abordado el screening de una
libreria de y-péptidos capaces de penetrar la membrana, con el fin de identificar un hit con las
caracteristicas adecuadas de un farmaco, con el componente afiadido de poder ser utilizado para
la EA. A continuacidn se discuten los resultados obtenidos y publicados en dos publicaciones y de
un tercer articulo en preparacién.

1. PrPCy la fosforilacion y expresion de tau

El depdsito de la proteina tau en forma de ovillos neurofibrilares es uno de los eventos
neuropatoldgicos caracteristicos de la enfermedad. Debido al creciente interés en la relacidn entre
AB y PrPS, hemos querido evaluar si la fosforilacion de tau y sus niveles de expresién estan
relacionados con los niveles de expresién de PrP® en presencia de AB.

Los cultivos que no_ expresan PrP¢ presentan una mayor susceptibilidad a 1la
fosforilacion de tau.

El estudio de la influencia de los niveles de expresidon de PrP sobre la fosforilacién de tau se ha
realizado mediante cultivos primarios corticales procedentes de la cepa Zurich | retrocruzada a un
fondo génico C57BL/6, en estadio embrionario 15-16, tratados con ADDLs preparados acorde con
el protocolo de Klein 2002 (Klein, 2002). Los resultados obtenidos mediante este modelo se
corroboraron utilizando cultivos primarios procedentes de animales wild type (WT), en los que se
silencid la proteina utilizando un lentivirus expresante de un siRNA- PrP¢. También se ha utilizado
la cepa Tg20, que sobreexpresa PrPC. A nivel in vivo, se han generado ratones triples transgénicos
APP/PS1 (Jankowsky et al., 2001) con diferentes dosis del gen Prnp, cruzando este modelo con la
cepa Zurich | (Bueler et al., 1992), y la cepa Tg20 (Fischer et al., 1996).

En condiciones fisiolégicas, la proteina tau ejerce un papel de estabilizacion de microtubulos,
participando asi en multiples procesos como el transporte axonal (Terwel et al., 2002). Esta
funcién viene determinada por su nivel de fosforilacidn, ya que ésta regula su capacidad de unién
a microtubulos e incluso a la membrana celular (Arrasate et al., 2000, Hanger et al., 2009). Ya en la
década de los 80, tau se defini6 como una fosfo-proteina por varios estudios, y puede ser
fosforilada en multiples residuos de serina/treonina y también en tirosinas (ver introduccidn). A
nivel de desarrollo, la fosforilacién de tau presenta mayores niveles durante la etapa fetal, de
modo que existe menor uniéon con microtubulos, lo que les proporciona mayor movilidad. Estos
niveles de fosforilaciéon van disminuyendo durante el desarrollo (Hanger et al., 2009). Entonces, la
fosforilacidn de tau es un punto de regulacidn de su funcidon. También se ha visto un incremento
de su fosforilacién en taupatias.

Nuestros resultados indican que, en el contexto neuropatolégico de la enfermedad, reproducido
utilizando el tratamiento con ADDLs, la ausencia de expresion de PrP® se correlaciona con un
aumento de la fosforilacion de tau, posterior al tratamiento. En los cultivos procedentes de
animales WT obtenidos en la misma camada, no se observa este incremento. Estos resultados
contrastan con lo esperado, puesto que PrPS, presente en las balsas lipidicas, se ha demostrado
que esta implicada en la activacion de fyn en presencia de los oligdmeros de AP, fosforilando tau
en la tirosina presente en la posicion 18 en neuronas WT (Larson et al.,, 2012). Entonces,
esperdbamos encontrar un incremento en las neuronas WT. Cabe destacar, que en nuestros
experimentos no hemos visto una alteracién en este epitopo.
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Efectos similares a los que hemos observado nosotros pueden verse en muestras de hipocampo de
animales KO recién nacidos con fondo génico FVB, analizadas mediante microarrays, mostrando
una mayor fosforilacién respecto a animales WT (Benvegnu et al., 2011). Como se ha comentado
anteriormente, en el desarrollo embrionario y etapas preliminares posteriores de desarrollo, tau
se encuentra altamente fosforilada, etapa en qué los niveles de PrP¢ también son elevados
(Tremblay, 2007). Quizas una de las funciones de PrP® durante este periodo sea la de regular los
niveles de tau asi como su fosforilacion para que los microtubulos tengan la movilidad que
necesitan, mientras que en la etapa adulta probablemente intervendran otros factores. Resultados
similares también se han observado en células HEK293 transfectadas con PrP%, en las que se

producia una diminucién de los niveles de tau fosforilada en varios epitopos (ser®®? y thr’®

), en
condiciones de estrés oxidativo (Schmitz et al., 2014). Tanto AP como tau hiperfosforilada pueden
inducir la formacidn de estrés oxidativo en la célula (Mondragon-Rodriguez et al., 2013), y PrP¢ se
ha descrito como un antioxidante (Brown et al., 2002), de forma que estos resultados estan en
concordancia con los nuestros, donde las condiciones de estrés oxidativo serian inducidas por los

ADDLs.

Nuestros datos, ademads, confirman pero también amplian estos resultados a todos los fosfo-
epitopos estudiados. En nuestros experimentos, la ausencia de Prnp incrementa la fosforilacién de
los epitopos: ser396/404 (PHF1), ser’®/thr®® (AT8), y treonina 181, en contraste con los resultados
observados en los cultivos primarios originarios de animales Prnp+/+ o Tg20. En este sentido, se ha
visto recientemente que treonina 181 y serina 396 podrian ser sitios de interaccién de tau con Prp¢
(Schmitz et al., 2014). Entonces, es ldgico pensar que estos residuos no estén fosforilados por
cinasas intracelulares en los wild type o los Tg20 después del tratamiento con ADDLs. Los epitopos
mencionados anteriormente se ha descrito que estan fosforilados en la enfermedad de Alzheimer
(Burack and Halpain, 1996, Gotz et al., 2010), aunque los epitopos reconocidos por los anticuerpos
AT8 y PHF1 se encuentran también mayormente fosforilados en cerebros de ratas acabadas de
nacer respecto a cerebros adultos (Burack and Halpain, 1996).

En contraste con nuestros datos, otros autores muestran, en cambio, una mayor fosforilacion en

presencia de PrPS. Concretamente, se ha observado un incremento de los epitopos asociados a

262/3%6) y 9G3 (tyr*®) en neuronas WT

r,396/404

AT8 asi como a los reconocidos por los anticuerpos 12E8 (ser
después del tratamiento con los oligdmeros de AP. Otros epitopos como se
correspondientes al anticuerpo PHF1, no se vieron alterados (Zempel et al., 2010). Las diferencias
en los resultados podrian ser debidas a diferencias experimentales. En concreto, este estudio se
realizd utilizando células de hipocampo de rata a dia 18 de gestacidn, pero en la descripcién del
protocolo de preparacién de los ADDLs, el vial es vorteado en contraste con otros protocolos de
preparacion donde precisamente se centrifuga el vial para evitar estimular los cultivos con
agregados de mayor tamafio que puedan aparecer en el proceso de oligomerizacion. Al centrifugar
el vial, los oligdmeros solubles quedarian en el sobrenadante, y son los que se han utilizado en
nuestros experimentos y en la mayoria de los articulos publicados (Walsh and Selkoe, 2004), para
tratar los cultivos.

A nivel in vivo, la fosforilaciéon de tau ha sido evaluada en animales triples transgénicos, cruzando
modelos de EA con ratones que expresan diferentes dosis del gen Prnp. Este tipo de
aproximaciones presentes en la bibliografia ha mostrado que, en los animales APP/PS1/Prnp* se
observa un aumento en la fosforilacion del epitopo tirosina 18 de tau, que correlaciona con una
mayor fosforilacién de fyn, en comparacion con los animales APP/PSl/PrnpO/O. Los niveles de

+/+

fosforilacion de fyn, en cambio, son mucho menores en los APP/PS1/Prnp™". Estos datos sugieren
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una relacién entre PrP° y la fosforilacién en este epitopo (Larson et al., 2012). Nuestros resultados
corroboran esta relacidn. La generacion de los animales triples nos ha permitido ver el efecto in
vivo de la variacién en la dosis de expresién de PrP® en la fosforilacion de tau. Podemos destacar el
incremento en el epitopo tirosina 18 en los APP/PS17/Tg20 y en los APP/PS1%°/Tg20 a los 9
meses de edad, sin cambios en otros epitopos en ningln otro genotipo en las edades estudiadas,
mostrando entonces una asociacién entre la fosforilacion de este epitopo con la sobreexpresion
de PrP%, independiente del genotipo APP/PS1. Cabe destacar que nuestros cultivos procedentes de
animales Tg20 presentaban un incremento de expresion de PrP® después del tratamiento con
ADDLs, que desencadenaria un incremento en la fosforilacion en tirosina 18. Hay que tener en
cuenta que tanto la falta como la sobreexpresion de PrP¢ afectarian a su funcién tal y como refleja
una publicacion de nuestro grupo, donde los animales KO o sobreexpresantes de PrP® muestran
una elevada susceptibilidad a la excitotoxicidad, relacionada con una elevada muerte neuronal en
el hipocampo de estos animales (Rangel et al., 2009).

El epitopo tirosina 18 esta implicado en la formacién de agregados de tau (Vega et al., 2005). Su
fosforilacidn estd asociada a una cinasa de la familia Src, concretamente a la actividad de fyn. Esta
proteina se ha localizado en neuronas que también contenian formas fosforiladas de tau en serina
y treonina, en cerebros de enfermos de Alzheimer, en los que también se vio una mayor expresion
de fyn comparado con controles (Shirazi and Wood, 1993). Se encuentra en neuronas y en el
parénquima de pacientes con EA (Lee et al., 2004), en los que se ha visto una alteracion de su
actividad (Ho et al., 2005), asi como en modelos murinos de taupatias y EA (Bhaskar et al., 2010).
Algunos estudios indican que fyn actua de mediadora en el dafio cognitivo y sinaptico observado
en algunos modelos de EA (Chin et al., 2005). También se ha descrito una interaccién directa entre
PrP¢ v fyn (Mattei et al., 2004, Larson et al.,, 2012)), y se ha observado recientemente la
participacion del complejo formado por PrP¢y fyn en la fosforilacién de tau (Larson et al., 2012).
Por otra parte, hay que tener en cuenta que fyn juega también un segundo papel en Ia
enfermedad, puesto que también incrementa el procesamiento de APP por la via no
amiloidogénica (Minami et al., 2012).

PrP¢ estd ubicada en unos dominios de membrana llamados balsas lipidicas (Mehrpour and
Codogno, 2010), y se ha reportado que interacciona con moléculas de adhesion como N-CAM, en
neuronas de hipocampo. El resultado de esta interaccion resulta en su reclutamiento en las balsas,
la activacion de fyn, y la induccién de crecimiento neuritico (Santuccione et al., 2005). Estas
evidencias junto con nuestros datos, sugieren entonces que un incremento en la expresién de PrP¢
correlacionaria con una mayor activacién de fyn y la fosforilacion de tirosina 18, que aunque como
se ha dicho anteriormente, participa en la formacién de agregados, hay evidencias que
demuestran que la fosforilacién en este epitopo no desestabiliza la unién de tau a microtubulos
(Lee et al., 2004). De hecho, se ha demostrado que la regidn correspondiente a los octarepeats, es
la zona que interacciona con caveolina-1, proteina presente en las balsas, y mediaria este proceso
(Shi et al., 2013, Wang et al., 2013a), y tau ha sido detectada en las balsas lipidicas (Williamson et
al., 2008). Otros autores muestran que un anticuerpo anti-PrP, puede inducir una cascada de
sefializacién que resulta en la fosforilacién de caveolina-1, que inactivaria fyn, interrumpiendo la
sefializacién (Pantera et al., 2009), contrariamente a los datos mostrados por otros autores, donde
el anticuerpo anti-PrP SAF61 induce la activacién de fyn y la fosforilacién de tau en tirosina 18
(Mouillet-Richard et al., 2000)(Gavin, 2005).
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Figura 19. Posibles moléculas receptoras que podrian unirse a Prp° y participar en la sefializacion mediada por los
oligdmeros de AB en la enfermedad. Tomado de H Wang 2013.

Respecto a la ausencia de cambios en otros epitopos visto en nuestros animales triples
transgénicos, y a su falta de correspondencia con los resultados in vitro, puede estar relacionado
con el hecho de que los animales se estudiaron en diferentes edades, pero siendo la de 9 meses la
mas tardia. Los animales APP/ empiezan a mostrar depdsitos amiloides a los 4-6 meses de edad,
pero las diferencias referentes a los niveles de AB4, entre los animales transgénicos y los WT son
mas evidentes a partir de los 9 meses en adelante (Vergara et al.,, 2014). Podriamos especular,
entonces, que quizas es a partir de esta edad y en edades mas tardias, donde los oligdmeros de AB
estdn suficientemente representados para inducir los cambios vistos in vitro en la fosforilacidon de
tau en ausencia de PrP%, de modo que quizas el andlisis de nuestros animales a edades mas tardias
corroboraria estos resultados. Precisamente es, en las etapas mas tardias de la enfermedad,
donde los niveles de PrP® se encuentran muy bajos (McNeill, 2004). Datos referentes a muerte
celular o un estudio histolégico complementarian estos resultados, puesto que los niveles de PrP®
puedan verse disminuidos debido a la elevada muerte celular presente en la enfermedad, y
pueden variar entre los diferentes genotipos.

Recientemente, se ha publicado que la infeccién por prién esta asociada a la activacion
constitutiva de via de sefializacion relacionadas con PrPS, entre las que se incluye fyn o ERK 1/2. La
proteina PrP* es capaz de formar oligdmeros, de igual forma que el péptido AB, y se ha
demostrado que PrP® solo se une a esa conformacién (Pradines et al., 2013).

En conjunto, todos estos datos y observaciones podrian sugerir que los agregados tipo oligdmeros,
podrian interferir en la sefializacion fisioldgica de PrP® a través de la activacidn patoldgica de fyn,
induciendo la fosforilacién de tau, ocurriendo un mecanismo de pérdida o ganancia de funcién
similar a lo que parece ocurrir en las enfermedades pridnicas, pero centrarse Unicamente en esta
via de sefializacién para definir el rol de PrP® en la fosforilacién de tau, puede suponer una
simplificaciéon del papel que esta proteina puede tener en la enfermedad (Minami et al., 2012).
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La ausencia de PrP¢ se correlaciona con un incremento en los niveles totales de tau in
vitro

En este punto hemos visto, por un lado, que un incremento de PrP¢ explicaria el incremento en la
fosforilaciéon observado en el epitopo tirosina 18, por su interaccién con fyn, pero por otro lado, a
nivel in vitro los cambios en la fosforilacién los hemos observado en ausencia de la proteina y en
otros epitopos. Es légico pensar que el incremento observado en la fosforilacion de tau quizds esta
relacionado con un incremento en los niveles totales de tau.

Los ovillos neurofibrilares caracteristicos de la enfermedad, estan principalmente compuestos por
la proteina tau hiperfosforilada, y correlacionan con la neurodegeneracién en la enfermedad tal i
como describieron Braak y Braak (Braak and Braak, 1991). Hay estudios que describen que la
sobreexpresion de la proteina tau humana en un modelo de ratdén, es suficiente para inducir su
fosforilacion (Andorfer et al., 2005), y agregacion (Spillantini and Goedert, 2013). También se ha
descrito que la expresidn de una forma truncada de tau reduce la excitotoxicidad mediada por AB
(ittner 2010).

Nuestros resultados indican que la dosis de Prnp no influye en los niveles totales de la proteina tau
en cultivos de neuronas corticales en condiciones fisioldgicas, al no haber cambios entre los
diferentes genotipos cuando los cultivos estan tratados con el vehiculo control. Estudios
gendmicos preliminares realizados mediante microarrays en la linea celular N2a (Llorens et al.,
2013b), asi como en ratones mutantes para PrP® en estadios mas jovenes en comparacion con
adultos (Rangel et al., 2009, Benvegnu et al., 2011, Schmitz et al., 2014), corroboran nuestros
datos. Pero estas observaciones estan parcialmente en contraste con otras publicaciones recientes
realizadas con células de neuroblastoma humano (Chen et al., 2013) y células HEK293 (Schmitz et
al., 2014), en los que la expresion de PrP¢ por transfeccidn en células con unos niveles endégenos
bajos, causa una disminucion de los niveles de tau. En concordancia con estos datos, datos
preliminares de la expresiéon de tau en animales con diferentes dosis de expresién de PrpPS,
tampoco muestran diferencias significativas.

1,2 ~ mTau
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Figura 20. Niveles de proteina de tau y PrP en animales con diferentes dosis génicas de PrPS. Los niveles de tau no
muestran diferencias significativas en ninguno de los genotipos analizados a 3 meses de edad.

En correlacion con los datos mostrados en el anterior subapartado, el tratamiento con ADDLs en
cultivos procedentes de animales KO para PrP® causa un aumento en los niveles de tau respecto a
los mismos cultivos tratados con el vehiculo control, y respecto a cultivos procedentes de animales
WT. El anticuerpo utilizado es el llamado tau5, que reconoce tanto tau no fosforilada como tau
fosforilada, aunque los mismos resultados se han obtenido utilizando un tratamiento previo con A-
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proteina fosfatasa para defosforilar tau y comprobar los niveles totales de proteina de las
muestras analizadas. Estos resultados demuestran que el tratamiento con ADDLs en cultivos
primarios es capaz de incrementar los niveles de tau en ausencia de expresién de PrPS. El mismo
efecto pudo ser visto en cultivos procedentes del modelo que sobreexpresa PrP® (Tg20), en los que
se vio un aumento de los niveles de tau acompafiado por un aumento de la expresién de PrP©
durante el tratamiento con ADDLs. La capacidad de los ADDLs de regular los niveles de tau ha sido
publicada recientemente, aunque en células WT de neuroblastoma humano tratadas con
oligdmeros de AB (Chen et al., 2013).

En nuestro laboratorio pudimos corroborar nuestros datos a partir de cultivos primarios del
modelo APP/PS1, con o sin tratar con un lentivirus de silenciamiento de la expresion de PrPS. En
ellos se puede apreciar que la falta de PrP® causa un incremento significativo en los niveles de tau.
A nivel in vivo, hemos visto como la ausencia de PrP¢ en el modelo APP/PS1 triple transgénico
(APP/PSl/PrnpO/O), lleva a un incremento en los niveles de tau en animales de 9 meses de edad, en
comparaciéon con el modelo KO para PrPS, corroborando nuestros resultados in vitro. En
concordancia con estos datos, se ha publicado que los animales triples APP/PSl/PrnpO/O, muestran
una mayor expresién de tau en relacién a los Prnp®° (Larson et al., 2012).

Nuestros resultados indican que PrP¢ reduce los efectos de los ADDLs modulando los niveles de
tau asi como de su fosforilacion

¢Cémo regula entonces PrP¢ los niveles de tau en presencia de ADDLs? Se ha propuesto que PrP°
regula la transcripcidon de tau, probablemente a través de la modulacién de la via de fyn, puesto
que PrP° no es desplazado al ntcleo, hecho que descarta una regulacion directa en la transcripcion
de tau, sino que se produciria a través de la proteina MEK que se encuentra corriente abajo en la
sefializacién de fyn (Chen et al., 2013). En este mismo estudio no encontraron ninguna alteracién
en la actividad del proteasoma que indicara que la regulacion de tau por PrP® estuviera
relacionada con una mayor degradacién de la proteina (Chen et al., 2013).

En contraste con la hipdtesis anterior, en nuestro laboratorio hemos visto que al cruzar el modelo
APP/PS1 con un modelo de ratén que sobreexpresa tau bajo el promotor de actina, unida a la
proteina verde fluorescente GFP, y tras reducir los niveles de PrP® mediante el uso de un ARN de
silenciamento en cultivos primarios neuronales, se produce un incremento de los niveles de tau,
tanto de la enddgena, regulada por el promotor de tau, como de la exdgena, tau-GFP, regulada
por el promotor de beta-actina. Estos resultados indicarian que la ausencia de PrP® también
repercute en otros promotores, o que PrP interviene en la modulacién de los niveles de tau
actuando a nivel de su agregacién o de su reciclaje, puesto que no se vieron alteraciones en los
niveles de B-actina en las muestras analizadas. Una posible explicacion seria la modulacion de la
degradacién de tau por parte de PrP%, observada en cultivos de neuronas corticales
sobreexpresantes de tau, que mostraban una distribucién alterada de moléculas de Prp©
intracelulares, que afectaria a su acumulacién en la célula, formando agregados insolubles que
dafiarian el proteasoma (Canu et al., 2011).

El andlisis de ovillos neurofibrilares de cerebros pertenecientes a pacientes de Alzheimer ha
mostrado que tau no estd solamente hiperfosforilada, sino que también estd marcada con
ubiquitina (Buee et al.,, 2000), sugiriendo un link entre la hiperfosforilacion de tau y el
procesamiento mediado por el proteasoma en la acumulacion de tau. Probablemente, las células
con agregados de tau en su interior, intentarian eliminar estos agregados mediante el marcaje de
estos con ubiquitina para ser degradados por el proteasoma. La actividad del proteasoma se ha
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visto que estad disminuida en cerebros de pacientes con EA (Keller et al., 2000, Keck et al., 2003),
aungue su actividad parece disminuir también con la edad (Keller et al., 2002).

El reciclaje o eliminacion de proteinas en la célula se puede realizar mediante el sistema del
proteasoma o mediante autofagia. El sistema del proteasoma elimina proteinas de vida corta que
son marcadas para degradacién por ubiquitina, mientras que la autofagia elimina las de larga vida,
proteinas estructurales, y las que estan dafiadas o mal plegadas (Martinez-Vicente and Cuervo,
2007). Algunos estudios sugieren que tau no es un sustrato del proteasoma (Brown et al., 2005,
Delobel et al., 2005, Feuillette et al., 2005), o al menos que no contribuye a su degradacion (Liu et
al., 2009), pero otros han visto que su inhibicion resulta en la acumulacion de tau en las células
(David et al., 2002, Liu et al., 2009, Grune et al., 2010) La autofagia también se ha visto que puede
degradar tau WT y formas modificadas de la proteina. Otros autores sugieren que la autofagia no
parece contribuir a la degradacion de tau enddgena en neuronas, ya que al activar la autofagia en
cultivos primarios corticales de rata mediante rapamicina, no ven una reduccion de la cantidad de
tau enddgena, pero quizas podria estar implicada en la eliminacion de tau fosforilada (Rodriguez-
Martin et al., 2013). Un aumento en la fosforilacidon de tau podria también reducir la degradacion
de tau por el proteasoma, de hecho se ha reportado que la fosforilacion de tau resulta en una
disminucién de la degradacion de tau por el proteasoma (Poppek et al., 2006). Una mayor
fosforilacidon de la proteina permitiria una mayor unién de tau al proteasoma, de modo que a
mayor cantidad de proteina fosforilada, mayor es la inhibicidn (Keck et al., 2003).

Otros datos indican que los dos sistemas, proteasoma y autofagia, interactian. Tau puede ser
degradada por ambos (Lee et al., 2013), ya que un sustrato que en condiciones fisiolégicas es
degradado por el proteasoma, en condiciones patoldgicas que impliquen un mal funcionamiento
de este sistema, puede producirse una compensacion por parte de la autofagia. También puede
ser posible que segln el estado en el que se encuentre el sustrato (fosforilacién, agregacion,
plegamiento) sea degradado por un sistema u otro.

Otros factores que pueden afectar a la acumulacién de tau modulando su degradacién o su
agregacion son unas chaperonas llamadas proteinas del shock término, o HSPs (del inglés heat-
shock proteins). Regulan proteinas que no estan plegadas o estan mal plegadas para
renaturalizarlas o para que sean degradadas (Richter-Landsberg, 2007). Una de las principales
familias de chaperonas es la familia de la hsp70, que pueden actuar de forma solitaria o junto con
otra chaperona, hsp90, que actia como homo-dimero (Abisambra et al.,, 2011), y se ha
demostrado la relacion de estas proteinas con la degradacién de tau (Abisambra et al., 2013,
Jinwal et al., 2013).

Todos estos datos sugieren que en la enfermedad se produce una disminucion de la degradacion
de tau y probablemente una modificacidon en la sintesis o degradacion de ésta.

Los oligdmeros y no las fibras son los responsables del incremento en los niveles de tau
en ausencia de PrP¢

La presencia de fibras en el cerebro de enfermos de Alzheimer, formadas por la agregacion del
péptido AB, es un hecho bien establecido y caracterizado, ya que componen las placas seniles.
Varios estudios han demostrado que estas fibras son tdxicas para las neuronas (Busciglio et al.,
1992, Busciglio et al., 1995, Geula et al., 1998), y una exposicion crdnica induce una pérdida
sindptica y la presencia de neuritas distroficas (Grace et al., 2002), que también se ha visto in vivo
en modelos transgénicos (Spires et al., 2005). También se ha publicado una relacion entre las
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formas fibrilares insolubles y un aumento de la expresidn y actividad de BACE1 (Tamagno et al.,
2006).

La falta de correlacién entre el nUmero y densidad de estas formas fibrilares en forma de placas, y
los sintomas clinicos de los pacientes diagnosticados con la enfermedad, puso en entredicho la
creencia general de que las placas eran las especies mas patolégicas del péptido AB, abriendo paso
al hecho de que debia existir alguna forma de agregacién intermedia que correlacionara mejor con
el grado de demencia. Esto origind un gran tema de debate acerca de la participacién en la
patologia de la enfermedad de los diferentes tipos de agregados formados por el péptido AP.

Evidencias recogidas durante las ultimas dos décadas parecen sugerir que son las formas solubles
y no fibrilares del péptido las encargadas de iniciar la disfuncién sindptica y neuronal asociada con
la enfermedad (Lambert et al., 1998, Townsend et al., 2006, Shankar et al., 2008). Las especies
solubles de AP estdn presentes en los cerebros de pacientes de Alzheimer y en modelos
transgénicos (Gong et al., 2003, Kayed et al., 2003, Lesne et al., 2006, Takahashi et al., 2011), y sus
niveles correlacionan mejor que la densidad de placas con el dafio cognitivo (Lue 1999, Naslund
2000). Entre estas especies solubles se encuentran los oligdmeros, que corresponden a agregados
de diferentes tamafios, des de dimeros a dodecameros e incluso protofibrillas, que comparten
propiedades estructurales y funcionales (Deshpande et al., 2006).

Estas observaciones nos han llevado a comprobar la especificidad de los resultados producidos por
el tratamiento de los cultivos con ADDLs, y demostrar que estos son debidos a especies solubles y
no a agregados fibrilares de mayor tamafio. Para observar las diferencias entre oligdmeros y fibras,
se ha utilizado un protocolo alternativo al utilizado de rutina en la obtencién de oligdmeros, para
la generacién especifica de fibras. Las principales diferencias entre los dos protocolos consisten en
la temperatura y el pH de la solucién en la que esta disuelto el péptido: para la generacién de
oligdmeros es necesaria una temperatura de 49C durante 24h en una solucién de pH neutro; en
cambio, para la generacion de fibras es necesaria una temperatura de 372C en una solucién de pH
acido. Teniendo en cuenta estos datos, se podria pensar que el tratamiento con ADDLs a los
cultivos, que se realiza a 379C, podria desencadenar la formacién de fibras en tratamientos
prolongados, pero el pH necesario para ello no se corresponde con el pH del medio de cultivo.
Para comprobar la eficiencia de los dos métodos en la generacion de las respectivas especies, una
muestra de oligdmeros y una muestra de fibras se han analizado por microscopia electrdnica para
corroborar la correcta formacion de ambas especies en las respectivas muestras. Las imagenes
muestran que las condiciones de generacién de oligédmeros no producen estructuras fibrilares.

El tratamiento de los mismos cultivos mencionados anteriormente tanto con oligdmeros como con
fibras, nos permitié ver que la variacién en los niveles de tau en ausencia de PrP es
exclusivamente debida a los ADDLs, ya que otros agregados de mayor tamafio como las fibras no
inducen este efecto en neuronas. Nuestros resultados aportan un punto positivo mas a la visién de
que las formas solubles desencadenarian los eventos patoldgicos que se producen al inicio de la
enfermedad.

Dando un paso mas en la comprensién del papel de estas formas solubles, el grupo de SE. Lesné ha
realizado recientemente un estudio en sujetos sanos de edades comprendidas entre 1y 96 afios, y
sujetos con deterioro cognitivo leve, con probable diagndstico de Alzheimer (Lesne et al., 2013),
proponiendo la presencia en la enfermedad de tres “ondas” tdxicas que irian debilitando a las
células hasta provocar su muerte, y induciendo los cambios caracteristicos en tau. En la primera de
estas ondas, el protagonista seria el AB*56, de estructura dodecamérica, que apareceria a los 40
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anos; a continuacién aparecerian las trimeros; y por ultimo los dimeros, no detectados hasta los 60
anos en controles (Lesne et al., 2013). Este tipo de péptido dimérico es el responsable de la
fosforilacion de tau en el epitopo tirosina 18, quizds mediante la formacidon de un complejo
formado por PrP¢y fyn (Larson et al., 2012), ya que ninguna de las otras dos formas mencionadas
era capaz de activar fyn, sugiriendo que la fosforilacién en este epitopo podria ser un evento
tardio en la enfermedad. El estudio de los diferentes tipos de agregados junto con sus efectos
neuropatoldgicos especificos, ayudara a formar una imagen mas concreta de las caracteristicas de
las diferentes fases propias de la enfermedad.

Entonces, podemos concluir que son los oligdmeros y no las formas insolubles o placas, los
responsables de los cambios vistos en los niveles de tau y su fosforilacion.

2. PrPCyla acumulacion de A3

La acumulacion del péptido AB en placas seniles es una de las caracteristicas distintivas de la
enfermedad. Su numero y densidad incrementan con la edad en modelos animales (Johnson-
Wood et al., 1997, Kawarabayashi et al., 2001). Se han detectado depdsitos amiloides en cerebros
de sujetos cognitivamente sanos (Rodrigue et al., 2013), pero también en pacientes de
prionopatias (Debatin et al., 2008), sugiriendo una relacién entre PrP®y la acumulacién de AB.

El modelo APP/PS1 presenta niveles mas elevados de A respecto al control

En esta tesis se ha utilizado el modelo APP/PS1 como modelo de la enfermedad de Alzheimer. En
estos animales, caracterizados previamente a nivel inmunohistoquimico para corroborar la
presencia de placas en la corteza y el hipocampo, se ha realizado, en primer lugar, un estudio
proteico para analizar la evolucidon de la produccion del péptido amiloide con la edad, de los 3 a los
18 meses, a partir de extractos de corteza e hipocampo. Nuestros resultados muestran diferencias
significativas a partir de los 9 meses de edad en los animales transgénicos, que se van amplificando
con la edad. Por el contrario, en los animales WT los niveles se mantienen mds estables. Esta
tendencia se correlaciona en los transgénicos con un mayor depdsito en forma de placas tal y
como han corroborado otros autores utilizando este mismo modelo (Garcia-Alloza et al., 2006). En
otro modelo APP/PS1 similar con la mutacidn en el gen de la Presenilina 1 M146L, los animales
mostraban una mayor produccién del péptido AB,, correlacionado con la edad (Trinchese et al.,
2004). También vemos la misma tendencia en otras cepas (Oakley et al., 2006).

A nivel de la enfermedad, se ha mostrado recientemente, estudiando sujetos de edades
comprendidas entre el primer afio de vida y los 96 afios, cognitivamente intactos, ha mostrado un
incremento de algunas especies solubles del péptido AB que correlaciona con la edad, pero la
carga amiloide es mayor en los sujetos con Alzheimer probable, respecto a los que presentan un
deterioro cognitivo leve o a los que no presentan demencia (Lesne et al., 2013).

Una sobreexpresion de PrP¢ correlaciona con una mayor presencia de placas

La proteina precursora amiloide y la proteina pridnica celular son proteinas procesadas por la
misma familia de metaloproteasas de zinc (Parkin et al., 2007). A nivel patoldgico, varios estudios
han demostrado la participacion de PrP¢ en la aparicién y evolucién de las lesiones distintivas de la
enfermedad de Alzheimer, como los depdsitos de AB, con resultados contradictorios (Schwarze-
Eicker et al., 2005, Parkin et al., 2007, Gimbel et al., 2010). Ademds, PrP® se ha detectado cerca de
depdsitos de AR mediante inmunohistoquimica (Ferrer et al., 2001) y acumulada en neuritas
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distroficas en cerebros post-mortem de enfermos (Takahashi et al., 2011). Aunque en ratones con
deposito amiloide y niveles diferentes de expresiéon de PrP en el cerebro, no mostraron ningun
efecto referente a la dosis de PrP® en la sinaptotoxicidad (Calella et al., 2010) o la memoria
(Balducci et al., 2010), mediados por AB.

Con el fin de comprobar cudl es el papel de PrP® en la acumulacién del péptido AB, se ha realizado
un estudio complementario al anteriormente mencionado con los animales APP/PS1, variando la
dosis de Prnp. Siguiendo la evolucién de la amiloidosis mediante ELISA, se observé un incremento
progresivo en la carga amiloide entre 1 y 9 meses de edad, en los APP/PS1, independientemente
de la dosis de Prnp. Los niveles mas bajos de AP se observaron en los animales APP/PS1/Prnp®°, a
los 9 meses, aunque estos no eran significativamente diferentes de los observados en los animales
APP/PSl/Prnp+/+. Estos datos coinciden con datos presentes en la bibliografia donde tampoco se
observan diferencias entre los animales APP/PS1/Prnp”° o heterocigotos para PrP¢ en relacion a
los niveles de AB (Gimbel et al., 2010, Larson et al., 2012).

Los animales con una dosis mas elevada de PrP%, muestran, por el contrario, un incremento
significativo en el depdsito de AR, indicando una correlacidn directa dependiente de dosis entre
una mayor expresiéon de PrPS y una mayor cantidad de AB, que a su vez correlaciona con la
presencia de astroglia reactiva, tal y como se ha publicado en otras ocasiones (Velayos et al.,
2009). El animal APP/PS1/Tg20 presenta los niveles mas altos de placas con AB, corroborando
otras publicaciones en los que se ha descrito que la sobreexpresion de PrP correlaciona con una
mayor formacioén de depdsitos de AP (Schwarze-Eicker et al., 2005). Nuestros resultados también
revelan que estos animales exhiben la mayor carga de ABs y APs, mMas alta a los 9 meses,
sugiriendo una relacién entre PrP® y la carga amiloide dependiente del tiempo. Este hecho
correlaciona con el aumento de los niveles de AB con la edad visto en sujetos sanos, sugiriendo
gue una mayor cantidad de AP estaria relacionada, en parte, con la edad. Una posible explicacién
a esta observacion es que se ha descrito que PrP° regula el procesamiento de BACE1 sobre APPyr,
explicando la falta de diferencias observadas entre los animales KO y los WT de PrP“.
Concretamente, se produce un secuestro de BACE1 en su forma inmadura en el Golgi, donde por
el contrario se procesa la proteina APP con la mutacidn Swedish (Griffiths et al., 2011), presente en
nuestros animales. Podria ser plausible que la presencia o ausencia de la proteina no tuviera
ningun efecto en el procesamiento de APP,,., pero una sobreexpresién de PrP¢ causara un
aumento de las moléculas de BACE1 en ese compartimento, que tuviera un impacto significativo
en los niveles de AB en los ratones que sobreexpresan PrP®.

Esta hipdtesis, pero, no es corroborada por los datos mostrados en las publicaciones donde se
observa una correlacién entre PrP¢ y el depésito amiloide. El estudio de Schwarze-Eicker sugiere
que PrP¢ participaria en la formacién de los depdsitos de AP, puesto que los niveles de
transcripcién de APP o de los péptidos AB4, y ABs no mostraban ningiin cambio en los animales en
relacién a PrP® (Schwarze-Eicker et al., 2005). Entonces, quizas PrP¢ esta modulando la agregacion
de AB o su degradacién, ayudando a secuestrar los oligdmeros en forma de placas. Por otra parte,
el hecho de que tanto la ausencia como la sobreexpresién de PrP® tengan un efecto en la
agregacion del péptido AP puede también sugerir una pérdida de funcidén neuroprotectora por
parte de PrPC. Estos resultados, pero, estdn parcialmente en contraste con otras publicaciones.
Otros autores muestran que los niveles de AB no difieren entre los animales KO y WT a los 12
meses de edad, asi como tampoco el depdsito en forma de placas, pero no muestran datos
referentes a la sobreexpresion de PrP® (Gimbel et al., 2010). Diferencias como la cepa utilizada
para cruzar los animales APP/PS1 o la edad a la que se han estudiado los animales, puede inducir
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diferencias en los resultados, puesto que la aparicién de placas amiloides, presentes en sujetos
sanos, aumenta con la edad.

Para corroborar el papel de PrP en la agregacion de AB, se ha realizado un andlisis de la presencia
de oligémeros por western blot. Nuestros datos revelan una mayor presencia de oligdmeros en los
KO respecto a los WT, sugiriendo que PrP® podria tener un papel protector participando en el
proceso de agregacion del péptido AB. Estos resultados contrastan con un articulo recientemente
publicado, en el que se demuestra que PrP es capaz de aglutinar formas oligoméricas de AP y
deshacer fibras (Younan et al., 2013). Nieznanski et al, por el contrario, sugiere que un fragmento
soluble de PrPS, probablemente generado durante su protedlisis, inhibe la formacién de
oligdmeros y su toxicidad (Nieznanski et al., 2012), apoyando la hipdtesis de un rol neuroprotector
de Prp-.

Nuestros resultados también muestran como el ratio AB.,/AB4 es superior en los animales KO
respecto a los WT o a los que sobreexpresan PrPS, a los 9 meses de edad, datos que también se
han descrito en la enfermedad (Pimplikar, 2009). Estos resultados podrian sugerir una modulacion
de la actividad de y-secretasa que por el momento no ha sido descrita, para la formacién de un
tipo de péptido u otro, puesto que AB,, es mas toxico debido a su mayor capacidad de agregacion
(Nunan and Small, 2000), y el hecho de que aumente en los KO podria sugerir una pérdida de esta
modulacién.

El complejo y-secretasa produce el péptido AICD durante el procesamiento proteolitico de APP,
que actla como factor de transcripcion, una vez translocado al nucleo. Algunos autores han
determinado que regula la expresién de p53, la cual a su vez regula la transcripcién de PrP (Kellett
and Hooper, 2009). Esto desencadenaria un feedback positivo aumentando la transcripcién de
PrP¢ para inhibir BACE1 y que APP sea procesado por la via no-amiloidogénica, reduciendo la
produccion de AP, y por el contrario que se produzca mas péptido AICD. Este péptido también se
produce en la via amiloidogénica, pero la unién de los oligémeros a PrP® podrian afectar a su
interaccién con BACE1 (Rushworth et al., 2013), asi como la disminucién de los niveles de Prp©
observada, por ejemplo en el hipocampo (Whitehouse et al., 2010), en el desarrollo de la
enfermedad de las formas esporadicas, ya que en las familiares no se ha observado esta
reduccién. Otra posible explicacién podria ser que en los animales que expresan PrPS, esta
participa en la formacién de agregados para evitar la presencia de los oligédmeros solubles e inhibir
asi sus efectos toxicos, funcidon que se iria perdiendo durante el desarrollo de la enfermedad,
corroborado por la disminucidon de los niveles de la proteina observada en pacientes.

El aumento de placas no correlaciona con una mayor expresion de APP o0 BACE1

La modulacidn de la expresiéon de APP o BACE1 puede ser parte del mecanismo subyacente en la
acumulacion de AB dependiente de PrPC. En primer lugar, hemos cuantificado los niveles de
expresion de APP por western blot en todos los genotipos. Estos no muestran variaciones en
ninguno de ellos. Conocer los niveles de expresién por ARN mensajero nos ayudaria a establecer si
hay una regulaciéon a nivel de transcripcién, aunque estudios mencionados anteriormente no
mostraron diferencias (Schwarze-Eicker et al., 2005).

Recientemente se ha relacionado a PrP® con BACE1 (Parkin et al., 2007, Griffiths et al., 2011),
secretasa que participa en la produccion del péptido AB (ver introduccidn). La actividad de BACE1
aumenta con la edad, segin han sugerido varios autores (Fukumoto et al., 2002), y esta
incrementada en formas esporddicas de Alzheimer y correlaciona con un aumento de AP
(Fukumoto et al., 2002, Li et al., 2004, Cai et al., 2012). Se han identificado varias proteinas
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capaces de regular BACE1 (He et al., 2004), entre las cuales esta PrP¢ (Kellett and Hooper, 2009,
Griffiths et al., 2012), capaz de inhibir BACE1 en cultivos celulares. Ademads, en estadios avanzados
de la enfermedad, los niveles de PrPS, que se encuentran muy menguados, y correlacionan
inversamente con la actividad BACE1 y las placas amiloides (Whitehouse et al., 2013).

A la vista de estos datos publicados, hemos comprobado si el aumento de los niveles de péptido
AB observado en los animales que sobreexpresan PrPS, es debido a una modulacién de los niveles
de BACE1L. Aunque los animales de mayor edad no muestran cambios de expresion de BACE1, pero
no podemos descartar una modulacion en la actividad de la secretasa.

Nuestro modelo APP/PS1 presenta la mutacion Swedish, presente en muchos modelos de la
enfermedad, que se diferencia de otras en que la proteina APP es preferentemente procesada por
BACE1 en la via amiloidogénica. Este escenario, por el contrario, difiere del que se produce en Ila
mayor parte de casos de Alzheimer, los de tipo esporadico, que no presentan esta mutacion. A
este hecho hay que sumarle las observaciones publicadas recientemente de la falta de regulacion
de PrP¢ sobre BACE1 en los animales que expresan la proteina APP con la mutacién Swedish que si
se observa en la forma WT.

Estas evidencias indican que, para conocer la posible regulacién por parte de PrP® de la actividad
de BACE1L, y su relacién con el depdsito de AB, deberia utilizarse un modelo que expresara la forma
WT de APP, presente en las formas esporadicas y mds comunes de la enfermedad.

La ausencia de cambios en los niveles de APP o BACE1 podria sugerir una posible participacion de
PrP® en la agregacion o degradacion del péptido (Schwarze-Eicker et al., 2005). En pacientes de EA
se han descrito modificaciones en la autofagia (Nixon et al., 2005), y en cerebros de pacientes se
ha observado que la autofagia esta activada (Yu et al., 2005). El tratamiento con rapamicina, un
inhibidor de mTORC1, reduce la cantidad de AB y placas en algunos modelos transgénicos (Jaeger
et al.,, 2010, Spilman et al., 2010), aunque otros estudios no han reproducido estos resultados
(Boland et al., 2010), y la ausencia de la proteina beclina 1, necesaria para el inicio del proceso de
autofagia, afecta negativamente la autofagia resultando en un incremento en los niveles de AB en
un modelo de EA (Pickford et al., 2008). mTORC1 (del inglés target of rapamycin), controla la
sintesis proteica, y funciona como sensor de nutrientes, energia y redox. También inhibe la
autofagia cuando los nutrientes y la energia son abundantes y regula la autofagia a través de
MTORC2, que cuando esta activado, activa AKT y PKC. AKT a su vez regula mTORC2 estimulando
MTORC1 e inhibiendo la autofagia (Spilman et al., 2010). Entonces estudiamos la actividad de
MTORC1 de forma directa, cuantificando uno de sus sustratos, S6K, y de forma indirecta, midiendo
sus niveles de fosforilacién. Ninguna de las dos estrategias mostrd diferencias entre los diferentes
genotipos. Entonces se determinaron los niveles de autofagia utilizando otra medida, mediante la
determinacion de los niveles de LC3ll, importante para la formacién del autofagosoma. Los niveles
de LC3II eran mayores en los animales APP/PS1/Tg20 respecto a los APP/PS1/Prnp®°, sugiriendo
que en los animales sobreexpresantes de PrPS, la autofagia se ha inducido, probablemente debido
al aumento en los niveles de AP.

La proteina APP se recicla gracias a procesos de endocitosis y autofagia. Hay articulos que
muestran que el péptido amiloide es generado durante el reciclaje de APP, que es rapidamente
degradado por los lisosomas (Yu et al., 2004, Yu et al., 2005). Este proceso requiere, en neuronas,
su transporte retrégrado al soma neuronal, transporte que en la enfermedad estd alterado,
resultando en la acumulacién de intermediarios del proceso de autofagia (Nixon, 2007), de modo
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que los elevados niveles de LC3II podrian indicar una induccién de autofagia que no se ha podido
completar, tal y como indicarian los niveles de S6K.

No se sabe si la disfuncionalidad en la autofagia es la base de la acumulacién de AP dependiente
de PrPS, o si esto es un efecto secundario que refleja el estrés que genera la carga amiloide.
Futuros estudios serdn necesarios para determinar si la autofagia estd desregulada por un efecto
no identificado dependiente de la edad, resultando en un incremento en la generacién del péptido
amiloide, asi como evaluar otros mecanismos posibles que pueden degradar AB, como diferentes
enzimas (ver (Wang et al., 2006) para revisidén), podria aportar mas luz al mecanismo subyacente
de acumulacién de AB en la enfermedad.

Todos estos datos presentados apuntas a que existe una relacidn directa entre la sobreexpresion
de PrP°y el aumento del depésito amiloide, pero mas estudios serdn necesarios para determinar
si PrP¢ podria tener un papel protector en la acumulacion del péptido AR inhibiendo BACE1.

3. Papel de AP en la capacidad infectiva del prion

En los ultimos afios, se han hecho patentes las similitudes que existen entre la proteina precursora
amiloide y la proteina pridnica celular, siendo ambas capaces de generar especies con tendencia a
agregar como el péptido amiloide o PrP> respectivamente, ambas involucradas en enfermedades
neurodegenerativas, el Alzheimer y las enfermedades pridnicas, respectivamente (Checler and
Vincent, 2002). Estos dos tipos de patologias comparten caracteristicas neuropatoldgicas ya
comentadas en la introduccion. Ambas proteinas agregan formando formas oligoméricas, que se
cree son las mas toxicas, y recientemente se le ha atribuido a la proteina amiloide un
comportamiento similar a PrP*, es decir “tipo prién” (Calella et al., 2010, Morales et al., 2012).

Debido a que recientemente: i) se ha descrito una interaccién directa entre AB y PrP (Lauren et
al., 2009, Balducci et al., 2010), sugiriendo una relacion potencial entre la EA y las enfermedades
pridnicas; ii) se ha atribuido un comportamiento tipo prién a la proteina amiloide; vy iii) se ha
observado la presencia de placas amiloides en cerebros de pacientes con prionopatias como GSS o
ECJ, probablemente relacionado con una disminucidon en la actividad de la metaloproteinasa
MMP-9, que cataliza la degradacién del péptido AR (Pradines et al.,, 2013), de modo que una
disminucién de su actividad resulta en un incremento en los niveles del péptido; hemos querido
saber si estos depdsitos amiloides tienen algin efecto en la capacidad infectiva del prién. Para ello
se han inoculado animales de 6 a 8 semanas con 2 cepas de pridn: la 22L, y la BSE (del inglés
bovine spongiform encephalopathy) adaptada a ratén.

PrP¢ no afecta a la supervivencia del modelo APP/PS1

Inicialmente se ha analizado la supervivencia de todos los animales transgénicos des de 1 a 9
meses de edad, para determinar si la presencia o ausencia de PrP® ejerce algin efecto en la
esperanza de vida de los ratones. Nuestros resultados muestran diferencias relacionadas con el
genotipo APP/PS1, observandose una mayor supervivencia en los animales APP/PS1”° con
independencia del genotipo relacionado con PrPS, aunque el nimero total de animales fallecidos
no es muy elevado.

El modelo APP/PS1 presenta una muerte mas o menos temprana, y se han observado ataques
epilépticos tanto en pacientes de EA como en modelos animales, que podrian ser responsables de
esta menor supervivencia en los animales (Palop et al., 2007, Minkeviciene et al., 2009). La
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prevalencia de episodios epilépticos en los pacientes de Alzheimer es significativamente mayor
respecto a controles de la misma edad (Amatniek et al., 2006). En esta linea, varios autores han
observado una mayor supervivencia en los animales APP/PS1 que no expresan PrPS, a los 9 meses
de edad (Gimbel et al.,, 2010), asociada con la ausencia de ataques epilépticos, presentes
Unicamente en el modelo APP/PSl/PrP”+ (Um et al., 2012). Estos resultados contrastan con otros
en los que se ha observado una mayor susceptibilidad a kainato, agente inductor de
excitotoxicidad y ataques epilépticos, en animales KO para PrPS, sugiriendo una proteccién por
parte de esta frente a los ataques epilépticos (Rangel et al., 2007). Estas observaciones junto con
nuestros datos, indican una funcién protectora de Prp©.

El depésito amiloide no afecta a la toxicidad inducida por los priones

A continuacion, para determinar si el genotipo APP/PS1, y por tanto el depdsito amiloide, tiene
algun efecto en el desarrollo de las enfermedades pridnicas, se han inoculado los animales triples
transgénicos con dos cepas pridnicas mencionadas anteriormente. Hay autores que han postulado
gue, como la infeccidn por prién incrementa los niveles de AB, el depésito de AB incrementaria los
efectos tdxicos inducidos por la infeccién por prién (Pradines et al., 2013). Aunque hay evidencias
de algunas diferencias en la supervivencia después de la infeccidén por prion en el modelo Tg2576
(Baier et al., 2008, Morales et al., 2010), en nuestro caso no hemos visto mayores diferencias en
los ratones con 2 o mas copias de Prnp, en relacién al depdsito amiloide, viéndose entonces que la
infectividad del prién solo se correlaciona con la presencia o ausencia de PrPS. Ademas, como se
esperaba, una mayor expresion de PrP¢ disminuye la supervivencia significativamente.

Es relevante destacar, que si hemos observado diferencias en los heterocigotos para PrPS, respecto
a la presencia o ausencia del genotipo APP/PS1, viéndose una menor supervivencia en los
heterocigotos con genotipo APP/PS1, que correlacionaria con los estudios anteriores (Baier et al.,
2008, Morales et al., 2010). Hay datos que sugieren que PrP® tiene un papel neuroprotector en la
EA regulando los niveles de AB, su depdsito o su degradacion asi como los niveles de tau, de modo
que una menor expresion de PrP¢ podria repercutir en esta funcion protectora en el contexto de
una infeccién pridnica. Un andlisis comparativo de los niveles del péptido AB, el numero vy
densidad de placas, asi como los niveles de expresién de PrP¢ entre ambos modelos podria aportar
luz a las discrepancias entre los resultados. Otro factor a tener en cuenta es la edad a la que se
inoculan los animales. En la publicacidon de Baier et al., se inocula ratones a muy temprana edad y
a edad muy avanzada, viendo diferencias en ambos casos pero que son mas acentuadas en los
animales de mayor edad. En nuestro caso la inoculacién se ha realizado a muy temprana edad,
aunque con otro modelo que desarrolla las placas meses antes. Seria interesante, entonces,
corroborar los resultados a una edad mas tardia, donde los depdsitos son mas evidentes.

También es destacable que en la publicacién de Baier se utiliza una cepa pridnica diferente. La
heterogeneidad en las cepas de prién se debe a las diferencias que estas presentan en cuanto al
tiempo de incubacidn, los signos clinicos, y el depésito de PrP*, de modo que cada cepa presenta
una conformacién de PrP*° que se propaga , pudiendo diferir en su conformacién, asociacién con
ligandos, entre otros (revisado en (Ermonval et al., 2003)). Ademas, el patrén de glicosilacién
depende de la célula huésped. Existen estudios comparativos de diferentes cepas de pridn, que se
diferencian precisamente en que producen diferentes tiempos de incubacién y patrones
diferentes de depdsitos, y también estan relacionadas con diferentes conformaciones de PrP*
(Safar et al., 1998). Esta variedad presente en las cepas pridnicas, asi como el uso de diferentes
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modelos animales, en el caso de Baier et al., utilizan el modelo tg2576 (Baier et al., 2008), puede
estar relacionado con las discrepancias entre los diferentes articulos.

Nuestros resultados sugieren que el depdsito de AB no interviene en la infectividad del prién.

4. Expresion de PrP¢ en diferentes estadios de la EA y en el
modelo APP/PS1

Como se ha ido mostrando a lo largo de esta tesis, y en las publicaciones que han aparecido en la
ultima década, existen claras evidencias de que PrP° tiene un papel relevante en la enfermedad de
Alzheimer, y jugaria un papel importante en las cascadas de sefializacion desencadenadas por AB.
Entonces, el estudio de su expresién a lo largo de la enfermedad puede proporcionar mads
informacidn acerca de su participacién.

Los niveles de PrP¢ aumentan al inicio de la enfermedad y van disminuyendo
progresivamente

En un ratén adulto, los niveles de expresion de PrP® se muestran practicamente invariables. En
cambio, durante el desarrollo del SNC, parece que existe una regulacion de sus niveles,
aumentando a medida que éste avanza, incrementando des de la edad embrionaria (E7.5) hasta la
postnatal, (Tremblay et al., 2007, Benvegnu et al., 2011), y una vez completado el proceso
sinaptogénico, se mantiene estable en un plateau durante la vida adulta (Agostini et al., 2013),
mostrando, en algunos casos, una mayor presencia de la banda monoglicosilada (25 kda),
dependiendo del anticuerpo utilizado (Goh et al., 2007).

Varios autores han mostrado que en relacion al envejecimiento en ratones, los niveles de PrP®
suben en zonas afectadas en la enfermedad de Alzheimer, como la corteza y el hipocampo,
mostrando un pico sobre los 9-11 meses de edad (Cuadrado-Tejedor et al., 2011, Agostini et al.,
2013). Posteriormente estos estudios muestran una bajada de los niveles a los 13 meses de edad
(Cuadrado-Tejedor et al., 2011), y a los 23 meses (Agostini et al., 2013), mostrando entonces una
disminucién de los niveles durante el envejecimiento. Estos resultados contrastan con los datos
observados por otros autores, donde los niveles de PrP® aumentan en ratones de 17 meses de
edad (Velayos et al., 2009), aunque sorprende el hecho de que las muestras fueron cedidas por el
grupo de Cuadrado et al., sugiriendo que diferencias en los procesamientos de las muestra,
pueden originar discrepancias en los resultados. También se ha mostrado la expresién de la
proteina durante el envejecimiento en humanos. El estudio de Whitehouse et al., se realizé en una
serie de muestras procedentes de sujetos sanos des de los 20 a los 88 afios, y vieron una
disminucion en la expresién de PrPC en el hipocampo y en el Iébulo temporal, que correlacionaba
con el envejecimiento (Whitehouse et al., 2010).

El envejecimiento es uno de los factores de riesgo mas elevados de la enfermedad de Alzheimer.
La disminucién de los niveles de PrP¢ observados en los animales y en los humanos, podria estar
relacionado con la aparicién y evolucidn de la enfermedad, reforzando la hipdtesis de un posible
papel relevante en la EA. En esta linea se ha realizado un seguimiento de los niveles de la proteina
en el modelo de Alzheimer APP/PS1, detallado en la introduccién, a diferentes edades: 3, 6, y 9
meses. Los niveles de proteina se han estudiado en extractos proteicos de corteza e hipocampo
por western blot, mostrando un incremento significativo a los 3 meses y una posterior bajada que
es significativa a los 9 meses de edad, respecto a controles WT. Estos resultados se han
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corroborado por RT-gPCR, viéndose el mismo incremento a los 3 meses, junto con un posterior
descenso. Resultados similares se obtuvieron a partir de muestras de tejido fijado analizados por
inmunohistoquimica.

Nuestras observaciones contrastan con otros datos publicados, como los de Ostapchenko et al
(Ostapchenko et al.,, 2013). Sus datos no muestran diferencias significativas en los niveles de
MRNA en el hipocampo o en la corteza, en animales APP/PS1 respecto a animales WT, en ninguna
de las 2 edades estudiadas, 6 y 9 meses (Ostapchenko et al., 2013). No hay datos referentes a los 3
meses de edad, y nuestros resultados indican que las diferencias entre los 6 y 9 meses, en los
APP/PS1, no son muy elevadas. En cambio, a nivel de proteina, Ostapchenko et al., muestran que
los animales APP/PS1 presentan unos niveles de PrP® mayores a los 9 meses en la corteza respecto
al control (Ostapchenko et al., 2013), en contraste con nuestros resultados. En la enfermedad de
Alzheimer, la proteina PrP¢ se acumula en neuritas distréficas (Takahashi et al., 2011), explicando
la ausencia de diferencias en los niveles de mRNA y el aumento de los niveles de proteina, que
probablemente corresponde a su acumulacién en estas neuritas distroficas. Diferencias en el
procesamiento de las muestras y el uso de diferentes anticuerpos o primers, junto con el uso de
diferentes genes housekeeping como control de la RT-gqPCR, podrian explicar las discrepancias
observadas en los niveles de proteina entre ambos estudios. La disminucidén de la expresién de
PrPC correlaciona en cambio con unos niveles bajos de PrP en el LCR (Meyne et al., 2009).

El estudio de la enfermedad en modelos animales puede tener limitaciones por el hecho de que se
desarrollan mediante el uso de mutaciones existentes en las formas familiares. Por ello, es
necesario conocer la evolucidon de los niveles de PrP® en muestras humanas. Nuestros datos
indican que, en muestras post-mortem de hipocampo de pacientes de EA, des del estadio | al VI,
hay un incremento de PrP° en el cerebro en estadios iniciales (I-1ll), presentando un pico en el
estadio lll en el caso de los pacientes, que corresponderia al pico visto a los 3 meses en el caso del
modelo animal. Posteriormente, los niveles de PrP® disminuyen, siguiendo la evolucién de los
sintomas. Estos resultados correlacionan con los datos de Griffiths et al y los de Velayos et al. que
muestran una menor presencia de PrP® observada en pacientes de Alzheimer respecto a controles
en tres zonas afectadas por la enfermedad como son la corteza frontal, la corteza temporal y el
hipocampo (Velayos et al., 2009, Griffiths et al., 2012).

Existen varias publicaciones en los que se ha hecho un seguimiento de los niveles de la proteina
durante el desarrollo de la enfermedad, mostrando discrepancias entre ellas. Un ejemplo de estas
publicaciones muestra como en muestras obtenidas a los 2 primeros afios después del diagndstico,
los niveles de PrP¢ son mas elevados en comparacién con sujetos sanos. En cambio, en muestras
analizadas con un mayor tiempo de desarrollo de la enfermedad, se puede apreciar que los niveles
son menores cuanto mayor es el lapso de tiempo des del diagndstico a la obtencidn de la muestra,
comparado con los niveles de un adulto sano (McNeill, 2004). Estos datos contrastan con otros
datos dénde Unicamente se observa una disminucién de los niveles de PrP¢ en el I6bulo temporal
de los pacientes (Saijo et al., 2011).

Es importante diferenciar entre formas esporadicas o familiares. Estudios como el de Whitehouse
et al., donde miran la expresidn de la proteina en el hipocampo y la corteza frontal, de formas
esporadicas, familiares y controles, muestran una menor expresion de PrP en el hipocampo de las
muestras esporadicas que no se observa en las familiares (Whitehouse et al., 2010), caracteristica
también observada en el articulo de Griffiths et al. (Griffiths et al., 2012), mientras que en el I6bulo
temporal no observan esta disminucion. Esta diferencia entre las dos formas de la enfermedad,
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explicaria las discrepancias observadas respecto al estudio de Saijo et al., donde no se indican si
los casos son esporadicos o familiares.

Otros autores han comprobado los niveles de PrP¢ a lo largo de la enfermedad mediante técnicas
de analisis de expresién por ARN mensajero, viéndose un aumento en los estadios iniciales de la
enfermedad (Beyer et al., 2012), corroborando nuestros resultados, seguido de una disminucidn a
partir del estadio Il (Llorens et al., 2013a). Muchos estudios estan centrados en estadios
avanzados de la enfermedad, (estadios Ill a VI), en los que la creciente muerte neuronal afecta a
los niveles de PrP® (McNeill, 2004). Los estadios iniciales son los mas importantes para permitir un
diagndstico previo a los sintomas y asi tener mds probabilidades de frenar la enfermedad,
mediante un tratamiento adecuado.

La evolucién de los niveles de PrP® en la evolucién de la enfermedad refleja, entonces, un
mecanismo primario de la enfermedad en las formas esporadicas, y no una consecuencia
secundaria asociada a los cambios patoldgicos. La reducciéon de PrP® en el cerebro durante el
proceso normal de envejecimiento (Whitehouse et al., 2010), sugiere que estas disminuciones en
los niveles de la proteina podrian participar en el aumento de la incidencia de la enfermedad en el
colectivo de mayor edad. PrP¢ se ha descrito gue interacciona con BACE1 (Parkin et al., 2007),
inhibiendo su actividad, con la consecuente reduccion de los niveles de AB, pero si los niveles de
Prp© disminuyen, la actividad de BACE1 aumenta, como se ha visto que ocurre durante en
envejecimiento y en pacientes con aparicién tardia de la enfermedad (Hooper et al., 2008a), es
decir las formas esporadicas (Whitehouse et al., 2013), aumentando entonces los niveles y el
depdsito de AP (ver apartado 2 de la discusidn), sugiriendo una funcién protectora de PrP¢ durante
la enfermedad. Hay que tener en cuenta que la proteina AB de ratdn no agrega (Hooper et al.,
2008a), por eso los modelos se realizan con la proteina humana, explicando entonces porqué los
modelos KO para PrP® no muestran ningun sintoma relacionado con la EA.

PrP¢ modula los niveles de tau al inicio de la enfermedad

Nuestros experimentos in vitro sugieren un mecanismo modulador por parte de PrP, regulando
los niveles de tau. Entonces es logico analizar in vivo, si existe una correlacién entre los niveles de
ambas proteinas que refuerce esta hipdtesis de papel modulador de PrPC. Por un lado, se han
analizado las muestras procedentes de corteza e hipocampo del modelo animal, mostrando un
incremento de tau a los 3 meses, seguido de una disminucién de los niveles de proteina a los 6
meses, aunque estos vuelven a aumentar a los 9 meses. El incremento visualizado a los 3 meses se
ha corroborado por RT-gPCR, seguido de la misma bajada de expresion visualizada a los 6 meses a
nivel de proteina, y son mostrar cambios significativos a los 9 meses. Por otro lado, el analisis de
las muestras humanas de hipocampo revela un incremento de tau a nivel de proteina muy al inicio
de la enfermedad que va disminuyendo, hasta mostrar una pequefia subida en los estadios finales.

Si tenemos en cuenta que la disminucion en los niveles de proteina de PrP® incrementaria la
expresion de tau, que contribuiria a la patologia de la enfermedad, y que el incremento de los
niveles de proteina de tau pueden participar en su hiperfosforilacion, es légico pensar que un
aumento en la expresion de PrP¢ en la enfermedad, visto tanto en ratones como en pacientes,
podria formar parte de un mecanismo protector, modulando tau. Ademas, la agregacion de AP en
forma de oligémeros aumentaria el estrés oxidativo en la célula y PrP® también ha sido descrito en
la literatura como un agente antioxidante (Brown et al., 2002, Schmitz et al., 2014), corroborando
la hipdtesis de su papel protector.
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En conjunto, los resultados anteriores referentes a una posible modulacién de los niveles de tau
por parte de PrPS, junto con estos resultados referentes a la expresiéon de PrPS durante la
enfermedad, sugieren que el control de la expresion de tau por PrPS, bajo los efectos de los ADDLs,
disminuiria a lo largo del desarrollo de la enfermedad o con la edad en el modelo animal,
produciéndose entonces un incremento en la fosforilacion de tau que llevaria a la aparicién de los
ovillos neurofibrilares, debido a que la expresién de PrP® va disminuyendo paulatinamente. Esta
disminucidén correlaciona con un incremento en la aparicidon de ovillos en cerebros de pacientes de
Alzheimer.

Nuestros resultados, junto con los datos publicados hasta la fecha, muestran que los niveles de
PrP¢ disminuyen durante el envejecimiento, pudiendo estar relacionado con un mayor riesgo de
aparicion de la enfermedad, por la modulacién que realiza PrP sobre BACE1, regulando la
homeostasis de AB. Ademas, PrP podria formar parte de un mecanismo neuroprotector
modulando los niveles de tau al inicio de la enfermedad.

5. Papel de PrPC en la transmision sinaptica

Se ha demostrado que PrP® juega un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso.
Participa en procesos como la proliferacién de precursores neurales (Steele 2006), o la formacion
de neuritas en un proceso llamado neuritogénesis (Chen et al., 2003, Santuccione et al., 2005). En
etapas posteriores, participa en otras funciones como el mantenimiento de la sinapsis neuronal
(Brown, 2001).

Estudios enfocados en investigar los efectos de PrP¢ sobre la transmisién sinaptica han dado lugar
a resultados controvertidos. Alteraciones en la plasticidad sinaptica se han observado en animales
KO para PrPS, tanto de la cepa Zurich I, como de la cepa con fondo génico 1290la, y en el modelo
de sobreexpresién tg20 (Curtis et al., 2003, Rangel et al., 2009), y el estudio del papel de PrP en la
toxicidad sinaptica mediada por los oligdmeros de AB ha dado lugar a resultados contradictorios.
Los estudios de Calella et al., y Balducci et al., probaron que tanto la ausencia como la expresion
de PrP® no tenfa ningun efecto en la disfuncién de la plasticidad sinaptica del hipocampo en
animales APP/PS1 (Calella et al., 2010), o en animales c57 WT con previa inyeccion de oligdmeros
de AP (Balducci et al., 2010). Estas observaciones contrastan con los datos obtenidos por otros
autores (Lauren et al., 2009, Gimbel et al., 2010).

El andlisis de la proteina mediante técnicas de microscopia electrénica e inmunohistoquimica, han
permitido determinar la ubicacion de PrP® en neuronas, localizindola preferentemente en la
sinapsis (Fournier, 2008). Previamente hemos visto que una sobrexpresién de PrP%, causa un
aumento en los niveles de AR, y estd descrito que los oligdmeros de AB se unen a las neuronas en
puntos enriquecidos con la proteina PSD-95 (del inglés post-synaptic density 95 kDa), que es capaz
de interaccionar con PrP® (Carulla et al., 2011). PrP¢ también participa en la liberacion de
neurotransmisores en la sinapsis gracias a su interaccién con proteinas asociadas como la
sinapsina 1b (Spielhaupter and Schatzl, 2001).

Nuestros resultados no muestran ningun efecto significativo en la expresidon de las proteinas
sinapsina o PSD-95, en ninguno de los genotipos estudiados, tal y como se ha observado en otras
publicaciones (Griffiths et al., 2011), aunque se puede apreciar un pequefio aumento de la
expresion de PSD-95 en los animales APP/PSl/PrnpO/0 respecto a los animales APP/PS1/PrP**, que
no es significativo. Estos datos contrastan con lo observado en otros estudios, donde se puede ver
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como la ausencia de PrP¢ permite recuperar la expresién de PSD-95, sugiriendo la participacién de
la proteina en la pérdida sinaptica presente en la enfermedad (Gimbel et al., 2010).

La pérdida de sinapsis es un fenédmeno que ocurre en la EA, y que correlaciona con el depésito de
AB. Los datos aportados por Gimbel et al., indicarian que PrP® podria participar en esta pérdida
sindptica por el incremento que se puede apreciar en PSD-95 cuando la proteina no se expresa en
el modelo de Alzheimer. Nuestros datos contrastan con estas observaciones, apoyando nuestra
hipétesis del papel protector de PrP® en la enfermedad, sugiriendo que PrP® no participa en la
pérdida sinaptica caracteristica de la enfermedad.

6.PrP¢ en la EA y en otras enfermedades
neurodegenerativas

Des de su primera descripcién en 1906 por Alois Alzheimer, se han realizados grandes progresos
en el conocimiento de la enfermedad de Alzheimer. Gracias al avance en las técnicas moleculares,
se ha conseguido describir mejor los agregados que la caracterizan y desarrollar terapias paliativas
para algunos de sus sintomas. Las primeras terapias aplicadas en casos diagnosticados, se basan
en compensar la pérdida de poblaciones neuronales especificas, cuyas funciones estan
relacionadas con procesos como la memoria. Estas terapias, de caracteristicas farmacoldgicas,
pero, no pueden ralentizar la enfermedad.

Alternativas a este tipo de tratamientos se encuentran actualmente en ensayos clinicos, en
diferentes fases (Hong-Qi et al., 2012). Estas alternativas se basan en la hipdtesis formulada en los
anos 90, por Hardy y Higgings, llamada “hipétesis amiloide” (Hardy, 2009), y estdn enfocadas
entonces en frenar los mecanismos de sefializacién desencadenados por el péptido amiloide, en su
forma agregada. Los resultados presentados hasta la fecha no han sido del todo esperanzadores,
ya que muchos de los ensayos clinicos finalizan sin mostrar diferencias cognitivas entre los
diferentes grupos, tratados y placebo. Estos resultados ponen en evidencia que la disminucién del
péptido amiloide no es la estrategia mas efectiva para la enfermedad de Alzheimer.

La reciente publicacién acerca de la interaccién de PrP° con los oligémeros de AB y su relacién con
la fosforilacion de tau a través de fyn, ha puesto a esta proteina en el punto de mira. Se ha
propuesto a PrP® como un posible receptor de AB y un posible puente entre el depdsito AR y la
agregacion de tau hiperfosforilada. Las publicaciones enfocadas en estudiar el papel de la proteina
en la enfermedad han dado lugar a discrepancias, quedando aun por esclarecer si su papel es de
tipo neuroprotector o por el contrario actia de mediadora en los efectos neuropatoldgicos de AP.
Otros autores apuntan a que PrP® podria tener un papel inhibidor de la protedlisis de APP llevada a
cabo por BACE1, que reforzaria la hipdtesis de que esta proteina jugaria un papel neuroprotector,
apoyando la idea de que seria una buena diana terapéutica a potenciar en la enfermedad. Otras
evidencias, como la reduccién de su expresion durante el transcurso de la enfermedad,
corroborarian esta teoria, pero el hecho de que se ha observado su acumulacién en neuritas
distréficas podria apuntar a una posible pérdida de funcidn fisiolégica, dificultando entonces su
uso como diana.

Los resultados descritos en esta tesis doctoral, apuntan a un papel neuroprotector de PrP¢. Por un
lado, inhibiria BACE1 para evitar la produccion de AB, y modularia los niveles de tau para evitar su
hiperfosforilacidn. En estadios mas avanzados, PrP® podria participar en la formacion de agregados
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de mayor tamano para secuestrar los oligdmeros de AB. Otros datos apuntan a una posible
pérdida de funcién, pudiendo participar en algunas cascadas de sefializacién patoldgicas debidas a
su acumulacién en algunas regiones, como la activacion de fyn y posterior fosforilacion de tau.

Una hipdtesis similar se ha establecido en las enfermedades pridnicas. En este tipo de
enfermedades es necesaria la expresion de PrPS, y se ha barajado la posibilidad de una pérdida de
funcién de la proteina, asi como a una interaccién directa entre Prp© y PrP*, como mecanismo
patoldgico. Ademas, la acumulacién de PrP¢ en neuritas distroficas presentes en la EA, vy la
acumulacién de AB en las prionopatias, apuntan a mecanismos patolégicos comunes. También se
ha observado la presencia de depdsitos amiloides y ovillos neurofibrilares en pacientes con
enfermedad de Parkinson, abriendo la posibilidad de que PrP® podria ejercer una funcién similar
en diferentes enfermedades.

PrP¢ se ha demostrado que es capaz de unirse a proteinas con estructura amiloide ricas en hojas
beta de forma especifica (Resenberger et al.,, 2011). Este tipo de agregados son los que se ha
demostrado, en enfermedades como la EA, que son los mas téxicos. De hecho, varias
enfermedades neurodegenerativas comparten mecanismos de propagacion similares (refs patri),
especialmente aquellas en las que se produce un mal plegamiento y posterior agregacién de una o
varias proteinas, que conforman las llamadas enfermedades amiloides. Algunas de estas
enfermedades, a parte de las mencionadas anteriormente, son las taupatias, la enfermedad de
Parkinson o la enfermedad de Huntington, en las que se agregan las proteinas tau, a-sinucleina, y
poliglutamina, respectivamente. Estas proteinas podrian utilizar un mecanismo similar al que
presentan las particulas priénicas para extenderse entre neuronas, y PrP® podria actuar de puente
en algunas de ellas.

Se ha descrito que PrP¢ podria proteger frente los agregados téxicos de poliglutamina (Lee et al.,
2007), y algunos casos de la enfermedad de Huntington son causados por mutaciones en el gen
PRNP, que también se han relacionado con sintomas similares a los que caracterizan la
enfermedad de Parkinson (Yamazaki et al., 1999). Recientemente, Steele et al., han analizado el
posible papel de la expresion de PrP en varios modelos de enfermedades neurodegenerativas
(Steele et al., 2009), y de hecho parece que PrP® no juega un papel crucial en las enfermedades
estudiadas a través de los modelos animales, como el Parkinson, taupatias o Huntington. Tampoco
se vieron diferencias en los niveles de ovillos en el cerebro de animales P301L con diferentes dosis
de Prnp, aunque los niveles de fosforilacién no se analizaron (Steele et al., 2009). Los modelos
animales pueden aportar datos significativos referentes a las enfermedades que representan, pero
pueden no representar los casos mayoritarios en algunas enfermedades como es el caso del
Alzheimer. Estudiar el papel que ejerce PrP® en diferentes enfermedades basadas en la agregacion
proteica, nos ayudara a valorar mejor el papel de esta proteina como diana terapéutica.

7. Factores que influyen en el estudio de la enfermedad de
Alzheimer

Las estrategias utilizadas para conocer la funcién de PrP® se han basado principalmente en el uso
de modelos experimentales. Estos consisten tanto en el uso de cultivos celulares a nivel in vitro,
como en el uso de los ratones modificados genéticamente. A nivel celular, se han realizado
estudios en una gran variedad de lineas celulares, como por ejemplo la linea de neuroblastoma de
ratdn N2a, pero también en cultivos primarios, que han permitido realizar analisis de expresién
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mediante plataformas llamadas microarrays para un estudio de regulacién genémica a gran escala
(Llorens et al., 2013b). A nivel de modelos animales, en los afios 90, técnicas como la
recombinacion homodloga y el clonaje de DNA, permitieron la generacion de animales
transgénicos. Los mayormente utilizados consisten en aquellos a los que se les ha eliminado o
inactivado la expresion del gen que codifica para la proteina, o que contienen mas copias de este
para conocer el efecto de su sobreexpresidn. Las primeras cepas desarrolladas fueron las llamadas
Zurich | (Bueler et al., 1992), y Edinburgh (Manson et al., 1994), del tipo KO para la proteina, o la
cepa Tg20 (Fischer et al., 1996), para sobreexpresarla.

A pesar de las grandes ventajas que aportan los modelos animales, existen multitud de
discrepancias en los resultados derivados de estos, y una falta de reproducibilidad in vitro en
algunos casos, que sugiere la presencia de otros elementos no directamente relacionados con la
presencia o ausencia de la proteina. La reciente publicacidn del grupo de A, Aguzzi (Nuvolone et
al., 2013), sugiere que algunos de los fenotipos atribuidos a PrP® podrian ser consecuencia de
variaciones técnicas en la generacién de algunos de los modelos. Esta hipétesis ya fue descartada
en un estudio publicado en el afio 2010, que describia la presencia de un fragmento del
cromosoma 2 del fondo génico 129 en la cepa Zurich | (Calella et al., 2010). Esta cepa, de fondo
génico mixto C57BL/6-129sv, aunque retrocruzada al fondo C57BL/6 para eliminar el fondo 129,
contiene unos genes llamados genes flanqueantes presentes Unicamente en el animal KO, que
provienen del fondo génico 129, y que podrian interferir en los resultados y dificultar la obtencidn
de conclusiones claras en la funcién fisioldgica de la proteina. Esto es debido a que los retrocruces
durante varias generaciones pueden no eliminar estas regiones flanqueantes del gen modificado
(Gerlai, 1996). Los autores demostraron que estos genes flanqueantes no afectaban a los
resultados presentes en esta publicacién pero si podrian afectar a otra funciones como la
autofagia, hasta ahora atribuidas a PrP%, y que podrian estar desempefiadas por una proteina
codificada por un gen que se encuentra en esa region flanqueante (Nuvolone et al.,, 2013).
Ademads, algunas de las cepas mencionadas a lo largo de esta tesis, se mantienen en un fondo
génico mixto, dificil de purificar mediante retrocruzamientos, y que podrian afectar al fenotipo
final del animal.

La historia se complica cuando ademas estan implicados otros modelos, como los utilizados en Ia
EA. La publicacién de Lauren et al., y la de Kellet et al., que relacionaban a PrP° con la enfermedad,
provocé que en multiples laboratorios se cruzaran los modelos knockout para PrP¢ con los
modelos de Alzheimer para corroborar el papel de esta proteina en la EA (Kellet, 2009)(Lauren,
20009).

A nivel de esta enfermedad existen multiples modelos animales. Un gran porcentaje de estos,
estdn basados en mutaciones que caracterizan las formas familiares, y se ha conseguido obtener
multitud de modelos que no llegan a reproducir de forma fiable todos los fenotipos presentes en
la enfermedad. Las formas familiares componen un pequefio porcentaje del total de casos
diagnosticados, y dificulta, en ocasiones, la interpretacidn de los resultados. Un ejemplo es el caso
de la mutacién Swedish. El grupo de Kellet et al., propuso que PrP® podria tener un papel
neuroprotector en la enfermedad por su posible modulacién de la actividad de BACE1, secretasa
responsable de la formacién del péptido AP. La falta de reproducibilidad de resultados obtenidos
in vitro, y los obtenidos por otros laboratorios llevé a pensar que PrP¢ no participaba en esta
modulacién, hasta que se demostrd, in vitro, que PrP es capaz de inhibir el procesamiento de
APPys, y no de APP,,., debido a la diferente localizacion de ambas proteinas (Griffiths et al., 2012).
Esto explicaria la ausencia de diferencias entre los animales APP/PSl/PrnpO/0 y APP/PS1/PrP*/*
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respecto a los niveles o depdsito de AB reportado por varios autores (Calella et al., 2010, Gimbel et
al., 2010, Larson et al.,, 2012), pero que si se ha visto en casos de sobreexpresiéon de Prp¢
(Schwarze-Eicker et al., 2005), como hemos visto nosotros.

Este no es el Unico resultado contradictorio obtenido a nivel del estudio del papel de PrP€ en la
enfermedad de Alzheimer. Esto ha provocado que la comunidad cientifica no haya llegado a un
consenso acerca de si tiene un papel neurotéxico o neuroprotector. Por ejemplo, hay grupos
independientes que coinciden en que PrP° no es requerida para la toxicidad sinaptica inducida por
los oligdmeros de AB (Balducci et al., 2010, Calella et al., 2010, Kessels et al., 2010). No obstante,
resultados opuestos han sido publicados (Lauren et al., 2009, Gimbel et al., 2010). Todos estos
estudios difieren en el modelo utilizado para probar sus hipétesis, ya sea diferente cepa del animal
knockout para PrPS, el uso de animales WT inoculados con oligémeros e incluso modelos celulares.
El mismo tipo de discrepancias se observan en estudios referentes a la participacion de PrP en la
fosforilacion y expresion de tau (Zempel et al., 2010, Um et al., 2012, Chen et al., 2013, Schmitz et
al., 2014), especialmente en el epitopo tirosina 18 y su fosforilacion por fyn (Larson et al., 2012,
Ordonez-Gutierrez et al., 2013). Varios autores afirman que la unién de AB a PrP® provocaria la
activacion de fyn en las balsas lipidicas y a su vez esta fosforilaria tau, pero centrarse Unicamente
en esta via es una simplificacién del extremadamente complejo proceso de regulacion de la
fosforilacidn de tau en la enfermedad.

Una posible alternativa para generar nuevos modelos animales es el uso de una técnica novedosa
llamada CRISPR (del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Hasta el
momento, muchos de los animales transgénicos se producen por insercidon génica utilizando la
recombinacidn homdloga, en células madre embrionarias. Si ademas el fondo génico de estas
células difiere del fondo del que proviene el blastocisto en el que estas células madre se inyectan,
se produce una quimera con genes que pueden interferir en el fenotipo final (Nuvolone et al.,
2013). Si ademas se quiere obtener un modelo con mas de una delecidn, el coste y el tiempo
aumenta considerablemente. Esta técnica, permite acelerar el proceso y reducir el coste,
permitiendo la modificacién de multiples genes de forma mas eficiente (Wang et al., 2013b).

Otro factor importante a tener en cuenta en el estudio de enfermedades neurodegenerativas es la
edad. En el caso del estudio de la proteina PrP%, su papel en el envejecimiento también ha dado
lugar a diferencias, probablemente debidas a los diferentes animales utilizados pero también a la
falta de consistencia en las edades de estudio (Gasperini and Legname, 2014). Los ratones a partir
de 6 meses aproximadamente, empiezan a mostrar cambios relacionados con la edad, que se
hacen mas patentes a los 10-15 meses (Gasperini and Legname, 2014). En la EA, el envejecimiento
es un factor de riesgo, hecho que sugiere, entonces, que la edad de estudio también es un
elemento clave a considerar cuando se interpretan los resultados obtenidos, y que podria explicar
algunas de las discrepancias publicadas.

En el afio 1998, Lambert et al., destacaba los oligémeros de AP como las especies mas citotdxicas
presentes en la enfermedad (Lambert et al., 1998). Des de entonces se ha producido un aumento
considerable en las publicaciones referentes al estudio del papel téxico de estos oligdmeros en la
enfermedad. Para ello se han desarrollado diferentes protocolos para su obtencidon en
investigacion, partiendo también de diferentes tipos de muestras, des de sintéticas, a bioldgicas,
ya sea procedentes de modelos animales, como de pacientes diagnosticados. Esta disparidad en
los protocolos de obtencidn de los oligdmeros también puede jugar un papel relevante en el
resultado final del estudio, debido a la heterogeneidad de la poblacién oligomérica.
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Podemos concluir, entonces, que los resultados obtenidos dependen en gran medida de la edad y
la cepa de los animales, asi como de las diferentes condiciones experimentales, como por ejemplo
los oligdmeros de AB. Idealmente, para eliminar la influencia del fondo génico, el trabajo
preferentemente con cepas coisogénicas facilitaria el estudio del papel de PrPS, tanto fisiolégico
como en enfermedades neurodegenerativas. Ademas, en una enfermedad tan compleja como la
EA es necesario primero obtener un buen modelo lo mas fiable posible a la enfermedad vy
sobretodo estudiar muchas edades a diferentes tiempos, puesto que sucesos como el estado de
fosforilacidn de tau pude cambiar radicalmente.

8. Caracterizacion de un y-péptido derivado de prolina
como potencial agente terapéutico

En los ultimos afios se ha hecho patente la necesidad de encontrar mejoras en el diagndstico de la
EA asi como en las terapias utilizadas. Actualmente, el diagndstico se realiza principalmente en
estadios sintomaticos, en los que la enfermedad ya estd muy avanzada. Las estrategias
terapéuticas utilizadas son de base farmacoldgica, y estan enfocadas en actuar sobre el sistema
colinérgico y el glutamatérgico sin frenar su avance. Algunos ejemplos de este tipo de farmacos
son Memantina, y Donezepilo (Parsons et al., 2013), que se administran en fases avanzadas de la
EA. Alternativas no farmacoldgicas se han desarrollado basandose en la inmunoterapia, activa o
pasiva, asi como en el uso de inhibidores o moduladores de los complejos enzimdticos que
participan en la produccion del péptido AB. En ensayos clinicos, muchas de estas alternativas han
demostrado que el nimero de placas consigue verse reducido, pero sin mostrar mejoras cognitivas
respecto al grupo control (revisado en (Farlow and Brosch, 2013)).

Muchas de estas terapias estan enfocadas en el péptido amiloide y en la teoria de la “cascada
amiloide”, detallada en la introduccién de esta tesis. Aunque consiguen disminuir el depdsito de
AB, no tienen efecto en la patologia derivada de la proteina tau hiperfosforilada (Wisniewski and
Goni, 2014). De este modo, probablemente una terapia dirigida a las dos patologias seria una
buena alternativa, aunque hay que tener en cuenta también que las terapias amiloides actuales se
basan en la secuencia original de péptido AB (Wisniewski and Goni, 2014), con un riesgo implicito
de una posible reaccién cruzada.

En esta tesis se presenta un péptido de la clase de los y-péptidos, sintetizado a partir del
monomero cis-y-amino-L-prolina (Farrera-Sinfreu et al., 2005). Pertenece a la clase de péptidos
llamados “péptidos capaces de penetrar la membrana”, denominados en inglés cell penetrating
peptides (CPPs). Estos CPPs ofrecen ventajas respecto a otros sistemas por su baja toxicidad o
elevada eficiencia de entrada en diferentes lineas celulares (Bechara and Sagan, 2013). Debido a
su capacidad de penetrar la barrera hematoencefilica, evaluamos su posible aplicacion en
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Este péptido procede de
una libreria formada por 50 péptidos.

Los y-péptidos derivados de prolina muestran una baja toxicidad e induccién de
crecimiento axonal en un modelo neuronal

Inicialmente, se han evaluado los péptidos en relacién a su toxicidad. Nuestros resultados
muestran como la mayoria de los y-péptidos testados que conformaban la libreria, no inducen
citotoxicidad neuronal en el modelo utilizado para definir las condiciones experimentales. El tipo
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celular corresponde a cultivos primarios de células granulares del cerebelo (CGCs), que son un
buen modelo experimental in vitro para el estudio de procesos moleculares y celulares, como
procesos de apoptosis o supervivencia neuronal en escenarios como las enfermedades
neurodegenerativas, por ejemplo la EA (revisado en (Contestabile, 2002) y (Canu and Calissano,
2003)). Las CGCs también se han utilizado en investigacidén para examinar el crecimiento neuritico
((Deng et al., 2013)). Otros estudios también han utilizado este modelo para la identificacion de
nuevos péptidos capaces de penetrar la membrana (CPPs) ((Sheng et al., 2009)). Nuestros
resultados son consistentes con los obtenidos en otros modelos celulares ((Farrera-Sinfreu et al.,
2005)).

Una vez demostrada su baja toxicidad, nos hemos centrado en su posible papel como terapia en la
enfermedad. Las placas seniles presentes en los cerebros de los pacientes de EA estan formadas
por un nucleo denso de péptido AB y neuritas distréficas alrededor (Serrano-Pozo et al., 2011).
Estas neuritas se caracterizan también por la presencia de ovillos neurofibrilares formados por la
proteina tau hiperfosforilada. La acumulacién de tau en los axones llevaria a un mal
funcionamiento del transporte axonal y finalmente a la pérdida neuronal. El transporte axonal es
un proceso muy importante para el mantenimiento de la viabilidad neuronal (Stokin and
Goldstein, 2006), y los oligdmeros de AB pueden interferir en la funcién sindptica. Entonces, la
regeneraciéon de neuritas que se encuentran en proceso de degeneracidn, ayudaria a retrasar el
dano cognitivo. En esta linea, el mismo modelo celular anteriormente mencionado, fue utilizado
para evaluar su capacidad de elongacién neuritica. Aproximadamente la mitad de los péptidos
mostraban un mayor crecimiento neuritico respecto al control, aunque los resultados eran
mejores en 16 casos del total de péptidos.

Los y-péptidos derivados de prolina disminuyen los niveles de AB regulando la
actividad de BACE1

Utilizando las condiciones establecidas previamente de concentracion y densidad celular, los
péptidos seleccionados fueron testados en otro modelo celular mas préximo a la enfermedad:
cultivos primarios de neuronas procedentes de la isocorteza y el hipocampo. Las neuronas que se
encuentran en estas areas son las mas afectadas en los enfermos de Alzheimer (Braak and Braak,
1995). Utilizando este modelo celular, hemos evaluado la secrecion de péptido AB al medio celular
post-tratamiento con los péptidos. El depdsito amiloide constituye una de las caracteristicas
distintivas de la enfermedad. En modelos animales se han publicado estudios que muestran que
este péptido empieza a depositarse en el cerebro en edades muy tempranas, a los 4 meses de
edad (Garcia-Alloza et al., 2006), y que los niveles de AB incrementan (Vergara et al.,, 2014).
Entonces, cabria esperar que una reduccién en la produccion del péptido AB llevara a un menor
depdsito y por tanto a una mejora en estos animales. Los resultados muestran una disminucion de
los niveles del péptido AB en algunos de los cultivos tratados con los péptidos, respecto al control
tratado con tampdn fosfato salino (PBS).

Paralelamente también se ha analizado de toxicidad derivada del tratamiento, mediante la
deteccién de una subunidad de la caspasa 3. Esta proteina, inductora de la apoptosis, requiere ser
cortada en dos subunidades de 12 kDa y 17 kDa para su activacién, de modo que la deteccion de
estas subunidades es un reflejo de su activacién (Namura et al., 1998). Ademads, una elevada
muerte celular podria reflejarse en una disminucién en la produccién de AB y por tanto en una
disminucién de los niveles de AB en el cultivo, que podrian estar enmascarando el efecto del
péptido. Los resultados de toxicidad nos permiten afirmar que muchos de los péptidos que causan
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una disminucion en los niveles de AB, esta no es debida a muerte celular que podria estar causada
por el tratamiento. La elevada muerte celular causada por

Los mecanismos moleculares que pueden regular los niveles del péptido AR varian des de la
protedlisis de su proteina precursora, a una alteracién en su degradacién. Uno de los puntos de
regulacién en la produccién del péptido AB es BACE1l, secretasa encargada de procesar
proteoliticamente su proteina precursora APP, permitiendo la formacién del péptido en la via
amiloidogénica caracteristica de la enfermedad (Hampel and Shen, 2009). Varios estudios indican
que en cerebros de enfermos de EA examinados post-mortem, la actividad de esta secretasa esta
alterada (Stockley and O'Neill, 2007). También se han publicado datos referentes a un aumento de
la actividad BACE1 del liquido cefalorraquideo (LCR) (Ewers et al.,, 2011). Entonces, una
disminucién de la actividad de BACE1 se veria reflejada en una disminucidn en la produccién de
A, asi como en sus niveles.

Entonces, es ldgico pensar que los péptidos puedan estar modulando la actividad de esta
secretasa. Los experimentos anteriores nos han permitido seleccionar 4 péptidos para el estudio
de los niveles de actividad de BACE1 en estos cultivos. Los resultados revelan una disminucion de
la actividad en todos los péptidos, siendo los cultivos tratados con el péptido P33 los que menor
actividad presentan, mostrando una reduccién significativa de aproximadamente un 50%. El
péptido P33 entraria, entonces, en la categoria de inhibidores o moduladores de BACEL. El
reciente descubrimiento que una mutacion de APP que inhibe su procesamiento por BACE1 seria
protectora frente a la enfermedad, ha impulsado la investigacién de inhibidores de BACE1l
(Jonsson et al., 2012). Multiples ensayos clinicos se han llevado a cabo utilizando inhibidores de
segunda y tercera generacién, puesto que los de primera generacidn carecian de algunas de las
caracteristicas necesarias para su uso in vivo. En estos ensayos se han obtenido buenos resultados
en cuanto a la reduccién de los niveles de AR en plasma y LCR (Yan and Vassar, 2014), aunque
otros se han parado debido a efectos adversos (May et al., 2011).

Los inhibidores de BACE1 van dirigidos al sitio catalitico de la enzima. Eso se traduce en la
generacion de moléculas con el tamafio suficiente para unirse con una elevada especificidad al
sitio activo de la enzima, y a la vez tener las caracteristicas necesarias para penetrar tanto la
barrera hematoencefdlica como la celular. Ejemplos de inhibidores de BACE1 son el compuesto
MK8931, capaz de reducir la concentracion de AB en el LCR de forma sostenida y dependiente de
dosis (Forman et al., 2012, Forman et al., 2013), o el LY2886721, mostrando buenos resultados en
reducir la concentracién de AB cerebral, pero el estudio en fase 2 se suspendié recientemente por
algunos casos de problemas en el higado. En nuestro caso, estudios posteriores nos ayudaran a
determinar la naturaleza del mecanismo por el que el péptido P33 disminuye la actividad de
BACE1, ya sea de modo directo o indirecto.

Los resultados in vivo corroboran los resultados in vitro

Los resultados anteriores han sido corroborados in vivo en el modelo de Alzheimer APP/PS1. Este
modelo expresa la proteina APP humana con la mutacién Swedish (Lys670Asn, Met671Leu),
localizada en el sitio de corte de la B-secretasa, mejorando la eficiencia de esta en el
procesamiento proteolitico de APP, aumentando la produccion de los péptidos C99 y AB (Griffiths
et al., 2011, Vassar, 2014). Para este ensayo se han utilizado 13 animales de 6 meses de edad para
inyectar el péptido P33 intraperitonealmente a 7 de los animales, o el vehiculo PBS, en los 6
restantes. Se han utilizado tanto machos como hembras. Los animales tratados con el péptido
muestran una reduccién significativa de los niveles de AB en el cerebro, corroborando los
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resultados obtenidos en los cultivos celulares. Estos datos demuestran que el péptido es capaz de
cruzar la barrera hematoencefalica y la membrana celular.

El estudio de la actividad de BACE1 en estos animales, ayudara a conocer el mecanismo de accion
del péptido. Como ya se ha apuntado en otros apartados de esta discusidn, existen diferencias de
procesamiento relacionadas con la presencia de mutaciones en la proteina APP. En los cultivos
primarios utilizados, se expresa la forma WT de APP, denominada APPyy. En cambio, en el modelo
APP/PS1 utilizado se expresa la forma APP,,.. Varios articulos han demostrado que proteinas con
capacidad de regular la actividad de BACE1, como PrPS, acttian diferente frente a las dos formas de
APP, mostrando esta regulacién Unicamente en la forma WT (Griffiths et al., 2011). Eso se debe a
que la forma WT de APP es cortada normalmente por BACE1 en los endosomas, pero la presencia
de PrP® hace que los niveles de BACE1 en estos organulos sean menores, y aumenten en el
complejo de vesiculas del Golgi, donde normalmente se procesa APP,,., impidiendo entonces el
procesamiento de APPy;. Nuestros datos sugeririan entonces, que el péptido puede modular la
actividad de BACE1 independientemente de su ubicacién, pudiendo ser utilizando tanto en las
formas esporadicas como en las formas familiares que tienen la mutacién Swedish.

Experimentos posteriores ayudaran a conocer las propiedades farmacocinéticas del péptido, y
saber su mecanismo de accién, establecer la mejor dosis asi como el patréon de administracidn,
para no perjudicar las funciones fisioldgicas de BACE1.

BACE1 es una enzima que participa en miltiples procesos (ver introduccidn). Una inhibicion
crénica de esta enzima perjudicaria sus funciones fisioldgicas, de modo que en este caso la dosis
juega un papel muy importante. Ademads, el efecto de los inhibidores de BACE1 puede verse
modificado sustancialmente segun si su administracién se produce antes del inicio del acimulo de
AB, o cuando este ya estd bastante extendido. Actualmente existen iniciativas para probar
farmacos en grupos de riesgo de padecer la enfermedad, como homozigotos para el alelo 4 del
gen apoE que aportaran datos muy relevantes. Los sujetos que participan en este tipo de estudios,
Amyloid treatment in Asymptomatic Alzheimer’s disease trial (A4) (Yan and Vassar, 2014), son
sujetos sanos con un elevado riesgo genético de padecer la enfermedad.

Nuestros datos demuestran que los péptidos derivados de prolina podrian ser una buena
estrategia terapéutica alternativa a las actuales terapias disponibles en la enfermedad, siendo el
péptido P33 un potencial modulador de los niveles de Ap.

9. Proximos pasos en el estudio de PrPCy la EA

Como se ha ido relatando a lo largo de esta discusion, se ha llevado a cabo un gran esfuerzo por
determinar el papel de la proteina pridnica celular en la enfermedad de Alzheimer. La falta de
publicaciones que evaluara su papel en la fosforilacion de tau y su expresion en el desarrollo de la
enfermedad, hacian patente la necesidad de su estudio al inicio de esta tesis doctoral. Los
resultados recogidos en esta tesis suponen un intento de esclarecer el papel de PrP® en la EA, a
diferentes niveles.

Por una parte, hemos descrito que, en cultivos primarios neuronales procedentes de la cepa Zurich
| knockout para PrPS, el tratamiento con ADDLs, también conocido como oligdmeros de AB, induce
un aumento en la expresién de tau y en su fosforilacién. El tipo de regulacién que PrP¢ ejerce
sobre tau no seria a nivel de transcripcién puesto que en cultivos primarios procedentes de
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animales que expresan tau enddgena y tau bajo el promotor de actina, también muestran estos
cambios. Estos resultados correlacionan con los que hemos observado en el modelo APP/PS1. En
este modelo, los niveles de tau aumentan al inicio de la enfermedad, junto con los niveles de Prp<.
Se ha demostrado en pacientes de Alzheimer que los niveles de PrP® disminuyen a lo largo de la
enfermedad, aunque parecen aumentar al inicio. Estos resultados sugieren entonces que PrP¢
podria estar regulando los niveles de tau, aunque debido a la disminucién de sus niveles durante el
desarrollo de la enfermedad, la acumulacién de tau podria provocar su hiperfosforilacion y su
agregacion en forma de ovillos. No obstante, no hemos podido corroborar estos resultados in vivo
en nuestro modelo triple transgénico. Cabe destacar que para realizar este modelo se utilizé la
cepa Edinburgh, diferente de la que hemos utilizado en los cultivos celulares. Ademads, en el caso
del modelo solo hemos estudiado hasta la edad de 9 meses.

Por otro lado, el modelo triple transgénico desarrollado en esta tesis en colaboracién con el grupo
del Dr. Francisco Wandosell, nos ha permitido estudiar el papel de PrP¢ en la acumulacién del
péptido AB. Los resultados obtenidos no mostraban diferencias significativas entre los animales KO
y los WT. En cambio, en el modelo de sobreexpresién de PrPS, el tg20, se observd un incremento
de los niveles de AB y de su depésito. El modelo de EA utilizado, el APP/PS1, expresa APP humana
con la mutacién Swedish, y PrP® afecta al procesamiento de APP por BACE1 pero en la forma WT,
aunque quizas la sobreexpresién de PrP® si que pueda tener un efecto significativo en el
procesamiento de APP con la mutacién. Estas observaciones junto con el incremento en
fosforilacion de tau observado también al sobreexpresar PrPS, sugieren que el aumento
significativo de los niveles de PrP® no produciria un efecto neuroprotector.

Nuestros resultados in vivo se han obtenido a edades comprendidas entre 1 y 9 meses. La edad es
un factor importante en la enfermedad y los niveles tanto de AP, tau y PrP varian con el
envejecimiento, y habria que descartar qué mecanismos compensatorios que se puedan estar
produciendo en la enfermedad son propios de la edad y podrian llevar a confusiones en los
resultados. Estudios a edades posteriores aportarian mas informacién acerca de la relacién de
estas proteinas con la edad, y podria corroborar los resultados in vitro. Hay que tener en cuenta
también que los niveles y el tipo de especies oligoméricas varian en el transcurso de la
enfermedad (Lesne, 2014). Entonces, seria interesante determinar si los modelos actuales son
capaces de reproducir estas fluctuaciones en los diferentes tipos de oligdmeros, e intentar
encontrar un modelo que permita estudiar el efecto de cada especie, a la edad correspondiente
aproximada a la que apareceria en la enfermedad.

La zona correspondiente a los octarepeats de PrP® podria ser relevante des del punto de vista de la
enfermedad. Resultados obtenidos en estudios como el de Crouch PJ 2009 muestran como al
aumentar la biodisponibilidad de cobre intracelular, se inhibe GSK3 a través de la activacién de la
via de sefializacion de AKT (Crouch et al., 2009). GSK3pB fosforila algunos de los epitopos que
hemos encontrado fosforilados en cultivos KO en presencia de ADDLs, de modo que quizas PrpPS,
que es capaz de acumular cobre, esté implicado en la regulacion de la fosforilacién de estos
epitopos de tau.

La acumulacién de diferentes proteinas en la EA, podria estar relacionada con deficiencias en los
sistemas de degradacién de la célula. A nivel del péptido AB hemos realizado un estudio de la
autofagia. Otro sistema implicado en la enfermedad es el sistema del proteasoma. Estudios
utilizando inhibidores del proteasoma, como la lactacistina, utilizando un inhibidor de la sintesis
proteica previamente, aportarian datos acerca de la implicacion de este sistema en la acumulacion
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proteica. Al mismo tiempo, paralelamente se podria estudiar la autofagia en condiciones de
inhibicion del proteasoma, ya que hay evidencias de que al inhibir el proteasoma, puede
producirse una sobreregulaciéon de la autofagia (Chesser et al., 2013). Otros estudios muestran
como tau fosforilada podria unirse al proteasoma, inhibiendo asi la degradacién de tau por este
sistema. Entonces, se podria inhibir la fosforilacidon proteica en un modelo celular, y observar si la
propia fosforilacion de la proteina estd afectando a su degradacidn. Paralelamente, el mismo
estudio con diferentes dosis de PrP® también se podria realizar. Por ultimo, existen dos
chaperonas, hsp90, y hsp70, que regulan el proteasoma, de modo que se podria estudiar si PrP¢
interacciona con estas chaperonas y participa en el proceso de degradacion.

Queda por descubrir también la presencia de otros posibles receptores que actien de mediadores
de los oligdmeros de AB. A pesar de que PrP® es capaz de unirse de forma altamente eficaz a los
oligdmeros de AB en concentraciones nanomolares, el estudio de Lauren et al 2009 muestra como
la unién de AB a neuronas de hipocampo se veia reducida solo un 50% en ausencia de PrP® (Lauren
et al., 2009). Estos datos sugieren la participacion de otros mediadores, probablemente con menor
afinidad, que podrian actuar cuando los niveles de PrP® fueran disminuyendo, pero que en ese
estudio no fueron identificados o estudiados por su quizds menor afinidad con AP. Buenos
ejemplos serian los receptores de glutamato o mGIuR5 (Renner et al., 2010).

(c) Af oligomer ‘@ -’&_3 -
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Figura 21. Posibles receptores alternativos de AB. Los receptores de NDMA y mGIluR5 se encuentran, junto con PrPC, en
las balsas lipidicas, pudiendo mediar los efectos toxicos de AB como la excitotoxicidad o la pérdida sindptica. Tomado de
Rushworth 2010.

Estudios recientes han abierto una nueva linea de estudio. Esta consiste en la posible participacién
de PrP® en la supervivencia del modelo APP/PS1 relacionada con la aparicién de episodios
epilépticos, que serian los responsable de la elevada mortalidad en este modelo (Um et al., 2012).
Nuestros resultados no corroboran estos datos, ya que los animales no mostraron una mayor
supervivencia en ausencia de PrPS. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio muestran un
incremento de susceptibilidad a acido kainico (KA) en el animal PrPKO, corroborado también in
vitro (Carulla et al., 2011). El KA, es un potente aminodacido capaz de activar los receptores de
glutamato, que se utiliza como modelo de excitotoxicidad y en el estudio de la epilepsia para
inducir episodios epilépticos. Una posible linea de estudio podria consistir en administrar kainato a
los animales transgénicos APP/PS1 con diferentes dosis de PrPS, para inducir estos ataques
epilépticos y estudiar el papel de PrP¢ en la mortalidad inducida en el modelo APP/PS1 por los
episodios epilépticos. (Roberson et al., 2007, Roberson et al., 2011, Um et al., 2012)

160




RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION

A nivel terapéutico, la estrategia presentada en esta tesis abre la puerta a un posible inhibidor de
BACE1, aunque estudios posteriores estaran encaminados a determinar tanto el mecanismo de
regulacién de los niveles de AB como el mecanismo de elongacién neuritica. A nivel farmacolégico,
es muy importante determinar la dosis correcta. Como ya se ha comentado hay varios inhibidores
en fases clinicas. Uno de los puntos a tener en cuenta, es la toxicidad derivada de este tipo de
moléculas in vivo, que habrd que estudiar en profundidad en estudios preclinicos. Ademas, otro
punto en el cual habra que profundizar, es un posible efecto secundario, por el papel fisiologico de
BACE1, de forma que también es relevante obtener un buen nivel de inhibicién para no afectar a
sus funciones bioldgicas. El desarrollo de inhibidores de BACE1 conciernen tanto el nivel de
inhibicién como el estadio de la enfermedad al que es conveniente administrarlo para conseguir
una eficacia éptima.

A un nivel mas general, es necesario seguir mejorando los actuales modelos e intentar reproducir
la enfermedad en condiciones mas fidedignas a las que encontramos en las formas esporadicas,
puesto que los modelos actuales muestran mutaciones presentes en las formas familiares. En esta
discusién se han descrito varias diferencias presentes en las formas familiares respecto a las
esporadicas, y mas recientemente las diferencias de modulacién de PrPS sobre BACE1
dependientes de la presencia de mutaciones en APP. El genotipo de los animales puede jugar un
papel importante en los resultados obtenidos, asi como la naturaleza de los promotores que
dirigen la expresién génica en cada modelo. La mejora en los modelos tendra que ir acompafiada
de mejoras en la resoluciéon de las diferentes técnicas utilizadas a nivel de laboratorio para
estudiar estos modelos, puesto que los cambios que aparecen al inicio de la enfermedad se
localizan en poblaciones celulares en pequefias regiones cerebrales, que al estudiar el cerebro
como una entidad entera pueden pasar desapercibidos.

A nivel técnico, los diferentes tests utilizados tanto para el analisis de parametros relacionados con
funciones cognitivas como la memoria, y los diferentes protocolos utilizados para procesar las
muestras a nivel molecular, tanto técnicas como el uso de diferentes anticuerpos por ejemplo,
también introducen variaciones en los resultados obtenidos. También es necesario estandarizar el
protocolo de obtencién de oligémeros, puesto que estas diferencias pueden ser la base de algunas
de las discrepancias publicadas y que dificultan la interpretacion de los datos o la obtencidn de
conclusiones firmes (Hernandez-Rapp et al., 2014).

Por ultimo, estudios tipo genome wide association, permiten encontrar nuevos genes relacionados
con el riesgo de aparicidon de la enfermedad y abren nuevas puertas en el estudio de sus causas. El
conocimiento de estos genes de elevada susceptibilidad permite desarrollar aproximaciones como
la que se estd llevando a cabo para testar una terapia anti-amiloidogénica en pacientes con
elevada susceptibilidad genética a padecer Alzheimer, pero sin sintomas. Este estudio, de tener
éxito, aportara informacion util acerca de los efectos de impedir el depdsito amiloide antes de que
éste se produzca, que abrird, a su vez, debates éticos acerca de si todas las personas con
susceptibilidad genética deberan ser tratadas de forma rutinaria, o de si el coste del tratamiento
podra llegar a todos los que lo necesiten.

161







CONCLUSIONES
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

La ausencia de PrP en cultivos primarios, aumenta la susceptibilidad a la fosforilacién de
tau en presencia de ADDLs. PrP reduce los efectos tdxicos de los ADDLs modulando los
niveles de tau.

Los oligdmeros y no las especies insolubles de AB, son los responsables de los cambios
observados en los niveles de tau y su fosforilacion.

Existe una correlacidn entre la sobreexpresién de PrP¢y un aumento en los niveles de AB,
la densidad de placas, y el ratio ABs,/ABs, que no se ha mostrado en los animales
knockout y WT para PrP“.

Existe una correlacidn entre los niveles de PrP y los niveles de tau tanto en muestras
procedentes de animales APP/PS1 como de pacientes de Alzheimer. Los niveles de ambas
proteinas aumentan al inicio de la enfermedad y sus niveles disminuyen en los siguientes
estadios, sugiriendo un papel regulador de PrP®.

El depdsito de AB no interviene en la infectividad del prién, en animales APP/PS1
inoculados con las cepas 22L y BSE adaptada a ratén

PrP® no produce cambios significativos en los niveles totales de las proteinas PSD-95 y
sinapsina, descartando su implicacién en la pérdida sinaptica mediada por AB.

Los y-péptidos derivados de prolina muestran una baja toxicidad en cultivos primarios,
inducen un crecimiento axonal y disminuyen los niveles de AB que correlacionan con una
menor actividad de BACE1 en cultivos primarios.

El péptido P33 es capaz de reducir los niveles de AB in vivo en el modelo de Alzheimer
APP/PS1, presentandose como una alternativa a las actuales terapias.
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ANEXO I: INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO

INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO

Por la presente, hago constar el Factor de Impacto correspondiente a las revistas
donde se han publicado los articulos cientificos que conforman la Tesis Doctoral
presentada por Cristina Vergara Paios.

v Neurobiology of Aging: 6.166

v" Molecular Neurobiology: 5.286
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ANEXO II: INFORME DE PARTICIPACION

INFORME DE PARTICIPACION

El Dr. José Antonio del Rio Ferndndez y la Dra. Rosalina Gavin Marin, director y
codirectora respectivamente de la Tesis doctoral “Papel regulador de la proteina
pridnica celular en la enfermedad de Alzheimer y uso de gamma-péptidos como
potenciales agentes terapéuticos”, realizada por la doctoranda Cristina Vergara Panos,
informan que la participacién de la doctoranda en los articulos cientificos que
conforman la presente tesis ha sido la siguiente:

En el articulo “Cellular prion protein modulates B-amyloid deposition in aged APP/PS1
transgenic mice”, publicado en la revista Neurobiology of Aging, la doctoranda ha
participado en la realizacion de los experimentos en colaboracion con el laboratorio
del Dr. Francisco Wandosell.

En el articulo “Role of Prp© Expression in Tau Protein Levels and Phosphorylation in
Alzheimer's Disease Evolution”, publicado en la revista Molecular Neurobiology, la
doctoranda ha participado en el disefio de los experimentos y es la principal
responsable del desarrollo de los mismos.

Por ultimo hago constar que ninguno de estos articulos ha sido utilizado en la
elaboracion de otras tesis doctorales.

Director i tutor de la tesis Codirector de la tesis
Dr. José Antonio del Rio Dr. Rosalina Gavin Marin
Fernandez
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