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PROLOGO

Esta tesis fue iniciada a principios del afio 2015 en el Instituto de Bioingenieria de
Catalunya (IBEC). Forma parte de una linea de investigacion llevada a cabo por el Dr.
José Antonio del Rio Fernandez, centrada en conocer el papel de la proteina pridnica
celular (PrP¢) en la patologia de la enfermedad de Parkinson (EP). Esta linea ha
permitido el estudio de la propagacion de a-sinucleina en modo dependiente a los
niveles de expresion de PrPc. a-Sinucleina es la principal proteina presente en los
agregados del cerebro en la EP. Ademas de este estudio, se ha analizado la expresién
de Reelina en diversas enfermedades neurodegenerativas.

En el momento de iniciar este trabajo, se conocia la participacién de PrP¢ en la
enfermedad de Alzheimer (EA). Se habia descrito que las B- y y-secretasas estdn
involucradas en la formacion de la proteina B-amiloide a partir del procesamiento de la
proteina precursora amiloide (APP). El B-amiloide oligomeriza y se puede unir a PrP¢.
Sin embargo, se desconocia la posible participacion de PrP¢ en la EP. Por otro lado, a
pesar de que Disabled1 (Dab1) forma parte de la cascada de seiializacién de Reelina no
se habia profundizado en los cambios de expresion de Reelina en diversas
enfermedades neurodegenerativas.

Esta tesis se estructura en torno a dos publicaciones derivadas de la investigacion
realizada durante los ultimos 3 afos, junto con un trabajo en preparacidon. La
introduccion de esta Tesis resume la informacidon existente sobre la enfermedad de
Parkinson. También se describe el papel de la PrP¢ a nivel fisioldgico y su participacién
en las enfermedades pridnicas. Por ultimo, se da a conocer la funcidn de Reelina en
algunas enfermedades neurodegenerativas. Los resultados de los trabajos
experimentales se presentan de forma resumida y se discuten de forma conjunta en
un capitulo final.
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1. La enfermedad de Parkinson

1.1. Resena historica

James Parkinson (1755-1824), médico inglés, describié en 1817 la Pardlisis Agitans
como un sindrome que provocaba temblor involuntario, tendencia a encorvar el
cuerpo hacia delante y cambios de ritmo al andar, sin embargo, los sentidos y la
inteligencia no sufrian alteraciones. James Parkinson describe un sindrome de larga
duracion que con el tiempo se agraba, por este motivo los pacientes requerian una
observacion continua a lo largo de los afios.

Fue Parkinson quien observd a seis hombres de mediana edad que manifestaban los
mismos sintomas, aunque cada uno de ellos habia tenido experiencias distintas en el
curso de la vida. Dado el poco conocimiento sobre la naturaleza y causa del sindrome,
cada paciente era importante para poder encontrar el origen y poder tratar los
sintomas (Parkinson, 2002). Parkinson a lo largo de su trabajo estudié los casos de seis
varones que padecian temblores. Intenté buscar un punto en comun en sus habitos o
vida para conocer la posible causa del sindrome. Sesenta afios después fue Jean-Marie
Charcot (1825-1893), médico francés, quién rebautizé este sindrome llamandolo, la
enfermedad de Parkinson (EP). Charcot fue, probablemente, el primero en sugerir el
uso de medicinas anticolinérgicas para el temblor de la EP (Goetz, 2009).

En Alemania, el neurdlogo Friedrich Heinrich Lewy (1885-1950) (Figura 1), publicé en el
Manual de Neurologia (1912) la presencia de unos agregados anormales, llamados
cuerpos de Lewy (LB, del inglés Lewy body), que afectaban varias zonas cerebrales en
la EP.

Mas tarde, se identificé agregados de a-sinucleina mas alla del sistema nervioso
central (SNC). En 1923, Herzog describido estos mismos agregados en los ganglios
simpaticos (Herzog, 1928) y a finales de 1980 se observé agregados de a-sinucleina en
el plexo del intestino (Kupsky et al., 1987). Adema3s, la presencia de agregados de a-
sinucleina en el sistema nervioso periférico no necesariamente da lugar a la
manifestacion de sintomas parkinsonianos (Hague et al., 1997).
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Figura 1. Investigadores en Alemania, 1910. Miembros del grupo Alois Alzheimer, quien describio la
enfermedad de Alzheimer. Fritz Jakob Heinrich Lewy (marcado en circulo) quien describio los LB
(Goedert et al., 2013).

1.2. Epidemiologia y sintomatologia

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun después de la
enfermedad de Alzheimer (EA). En zonas industrializadas la prevalencia de la
enfermedad estd estimada en 0.3% de toda la poblacién, este porcentaje aumenta con
la edad. En personas mayores de 60 afios, alrededor de 10 (< 1% del total poblacional)
millones de personas en el mundo la padecen, y en los mayores de 80 afos, el 3-4%
padecen la EP (Nussbaum and Ellis, 2003).

El diagndstico de la EP se basa principalmente en el estudio de los sintomas, los
antecedentes familiares, el examen fisico y realizando estudios de neuroimagen y
biomarcadores. Gracias a la resonancia magnética se puede determinar la presencia de
gliosis, desmielinacién y la pérdida neuronal en la sustancia nigra (SN) (Reimao et al.,
2015, Heim et al.,, 2017). Por otro lado, varios estudios procuran encontrar un
biomarcador especifico de dicha enfermedad. Las principales proteinas alteradas que
se detectan en el LCR de pacientes son Tau total, Tau fosforilada, a-sinucleina y el
péptido B-amiloide entre otras (Shi et al., 2011). La confirmacion histopatoldgica se
realiza a post-mortem.

Clinicamente, los sintomas suelen ser motores como el temblor involuntario, la rigidez
muscular, la lentitud de los movimientos y la inestabilidad postural. Estos sintomas
aparecen, generalmente, primero en un lado del cuerpo y gradualmente se trasmiten
al otro lado. No obstante, aunque la EP se considere una enfermedad motora, también
presenta sintomas no motores, los cuales pueden manifestarse mucho antes de los
sintomas motores. Estos son hipdsmia, depresion, estrefiimiento y alteraciones
posturales acompanado de problemas para la conciliacidon del sueio, estos sintomas
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pueden ser importantes para diagnosticar la enfermedad en los estadios tempranos
(Tolosa et al.,, 2009, Tolosa and Poewe, 2009). Con el progreso de la enfermedad,
aparecen dolores, incontinencia urinaria y manifestaciones neuropsiquiatricas como la
depresion, alucinaciones y la demencia. Estas caracteristicas pueden ser debido a la
propagacion de la patologia a otras zonas del cerebro (Langston, 2006, Chaudhuri and
Schapira, 2009). Ademas aproximadamente un 65 % de los casos de EP también
muestran demencia.

A dia de hoy no disponemos de un tratamiento eficaz capaz de detener el progreso
neurodegenerativo y el déficit clinico de la EP. Los sustitutos de la dopamina como la
levodopa se usan para el tratamiento farmacolégico de los sintomas motores de la EP.
Sin embargo, la levodopa no siempre es eficiente para todos los casos. Hay algunos
pacientes que presentan mejoria de los sintomas motores, sin embargo, meses e
incluso afios después el efecto de la levodopa desaparece paulatinamente (Yahr et al.,
1969, Tomlinson et al., 2010). Otro tratamiento empleado es la estimulacién cerebral
en areas profundas (DBS, del inglés deep brain stimulation). En la EP se estimula el
nucleo subtaldmico mediante la implantacién de electrodos que envian impulsos
eléctricos. Mediante esta estimulacion hay una mejora de la disquinesia. Incluso, hay
pacientes que pueden mantener esta terapia durante un largo periodo de tiempo
(Valldeoriola et al., 2002).

1.3. Alteraciones neuropatoldgicas

La EP se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN pars
compacta y en la existencia de agregados intracelulares insolubles en distintas zonas
cerebrales (Figura 2).

Sustancia Nigra v > F e

3 57
;
> - - - |

Sujeto sano Enfermo de Parkinson Q ‘i Rt . ’
cy ‘ - de ", e 7 \_

Figura 2. Caracteristicas neuropatoléogicas de la EP. Izquierda, representacion de la SN que estd
compuesta de neuronas dopaminérgicas. En el sujeto sano, se muestra la pigmentacién normal de la SN,
producida por la neuromelanina. En el caso del enfermo de Parkinson se observa la despigmentacion de
la sustancia nigra, a causa de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas que contienen neuromelanina.
Derecha, LB en una neurona de la SN (Taipa et al., 2012).
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La SN proyecta sus axones dopaminergicos no mielinizados al estriado, formado por el
nucleo caudado y el putamen. Los enfermos de Parkinson presentan una pérdida del
70-80% de las neuronas dopaminérgicas de la SN en estudios post-mortem. (Dauer and
Przedborski, 2003).

Ademas de la degeneracion nigrostriatal, los agregados de proteinas intraneuronales
pueden encontrarse en el soma de la célula o en las neuritas, asi reciben el nombre de
LB o neuritas de Lewy (LN, del inglés Lewy neurite), respectivamente. Los LB son unos
cuerpos esféricos eosinofilicos de 8-30 um de didmetro (Pappolla, 1986). Los LB
presentan un centro denso esfério y un halo claro. Una alteracién neuronal
relacionada con los LB son los “pale body”, que inmunologicamente son bastante
parecidos a los LB. Algunos estudidos han sugerido que los “pale body” pueden
constituir un precursor de los LB {Greenfield, 2008 #1225}.

El mayor componente de los LB es la proteina a-sinucleina que presenta una
estructura fibrilar rica en hojas plegadas B (Forno, 1996, Spillantini et al., 1997,
Spillantini et al., 1998b). La a-sinucleina se encuentra, de forma natural, enriquecida
en los terminales presindpticos, por lo tanto, encontrar a-sinucleina agregada en el
citoplasma es una localizacidn aberrante de la proteina. La a-sinucleina presenta varias
modificaciones postraduccionales, las cuales podrian estar implicadas en su agregacién
(Fujiwara et al., 2002, Li et al., 2005). No obstante, los LB no estdn formados de
manera exclusiva por a-sinucleina sino que, ademds, hay muchas mas proteinas
descritas como la ubiquitina (Lowe et al., 1988), los neurofilamentos (Galvin et al.,
1999), DJ-1 (Jin et al., 2005), Tau (Ishizawa et al., 2003), tirosina hidroxilasa (Nakashima
and lkuta, 1984) y también lipidos (Gai et al., 2000), entre una larga lista de otros
componentes descritos. En cambio, en los LN se ha descrito acumulacidon de a-
sinucleina y ubiquitina (Dickson, 2012).

Los LB se encuentran en varias zonas cerebrales como el nucleus basalis de Meynert,
nucleo del rafe, locus coeruleus y la SN (Pappolla et al., 1988, Dale et al., 1992). En
estadios mas avanzados de la enfermedad también pueden localizarse en medula
espinal, diencéfalo, corteza frontal, amigdala, bulbos olfativos y en corteza limbica
(Dickson et al., 2009). Los agregados enriquecidos en a-sinucleina también se han
identificado en el sistema nervioso autondmico, incluyendo el plexo axonal del tracto
gastrointestinal, ganglios autondmicos paravertebrales, en los nervios simpaticos de
las glandulas suprarrenales y del corazén, y en los nervios cutaneos (Dickson et al.,
2009), pero en muestras post-mortem no se ha detectado pérdida celular en estas
regiones (Sulzer and Surmeier, 2013).

Las inclusiones de a-sinucleina definen un conjunto de enfermedades denominada
genéricamente a-sinucleinopatias. La EP y la demencia por cuerpos de Lewy (DLB), en
la cual hay un deterioro cognitivo mas rapido, son enfermedades que presentan
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agregados en neuronas mientras que la atrofia multisistémica (MSA) presenta
agregados, mayoritariamente en glia (Braak and Del Tredici, 2008, Lashuel et al., 2013).
Los LB también pueden aparecer en la EA (Hansen et al., 1990) y en personas de edad
avanzada que no manifiestan ninguna sintomatologia de EP (Gibb and Lees, 1988,
Dickson et al., 2008).

Aunque hay datos contradictorios sobre la participacién de los LB o LN en la
patogénesis de la EP, se ha relacionado la autofagia con la formacién de los LB. En
neuronas sanas, a-sinucleina se degrada por macroautofagia y autofagia dependiente
de chaperonas (Cuervo et al., 2004, Vogiatzi et al., 2008, Son et al., 2012). La autofagia
€S un proceso necesario para renovar proteinas y organulos célulares mediante la
concurrencia de lisosomas. La sobreexpresion o la presencia de mutaciones en a-
sinucleina alteran el proceso autofagico contribuyendo al proceso neurodegenerativo.
Sin embargo, todavia existe una gran controversia sobre si el aumento de la autofagia
en neuronas de pacientes parkinsonianos es una causa directa del proceso de
degradacion o si, por el contrario, juega un papel protector degradando las formas
aberrantes de a-sinucleina (Son et al., 2012)

1.3.1. Afectacion de la glia

Dado que los oligdmeros de a-sinucleina también pueden ser internalizados por la glia,
se han descrito la presencia de células gliales con acimulos de a-sinucleina en varias
regiones cerebrales en la EP. En este sentido, las células gliales son también capaces de
endocitar y degradar de forma mas eficiente los agregados de a-sinucleina sintéticos
recombinantes que las neuronas (Lee et al.,, 2008b). Se ha descrito que los
oligodendrocitos de la SN y del tdlamo presentan inclusiones de a-sinucleina. También,
los astrocitos del tronco del encefalo muestran altos niveles de acumulaciones de a-
sinucleina (Saint-Cricq et al., 2017).

Por otro lado, Braak et al., usando anticuerpos contra la zona no amiloidogénica de la
proteina a-sinucleina identificé astrocitos activados en estadio IV de Braak en la EP, en
varias regiones, amigdala, tdlamo, septum, estriado y corteza (Cavaliere et al., 2017).
La secrecidn de a-sinucleina por las neuronas no solo induce toxicidad en el citoplasma
de la siguiente neurona, sino que también genera toxicidad en el espacio extracelular,
donde se puede activar la glia e inducir inflamacién, contribuyendo asi, a la evolucién
de la EP.

1.4. Estadios de la enfermedad de Parkinson

El proceso neuropatoldgico de la EP afecta otras areas del cerebro, y no solo la SN
donde hay una gran pérdida de neuronas dopaminérgicas. Braak y sus compaiieros se
pudieron aprovechar de las nuevas técnicas de tincion, sobretodo de la histoquimica
de la a-sinucleina, que permitia optimizar la visualizacién tanto de los LB y como de las
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LN. Estos investigadores estudiaron los cerebros de individuos que no manifestaban la
EP a lo largo de la vida, pero si que presentaban una patologia por LB, ademas
estudiaron cerebros de pacientes de la EP a distintos estadios de la patologia y
concluyeron que la enfermedad empezaba en el bulbo olfativo y en el tronco
encefalico, solo al llegar a los estadios intermediarios de la patologia el sistema
nigrostriatal se veia afectado. En 2003, Braak et al. sugieren la posibilidad que la EP
esporadica muestre una progresién en seis estadios, segun las zonas cerebrales donde
se acumula a-sinucleina (Braak et al., 2003) (Figura 3).

Presymptomatic Symptomatic c Presymptomatic Symptomatic  d Presymptomatic  Symptomatic
phase phase phase phase phase phase

Neocortex
SEc. + prim.
MNeocortex
association

Mesocortex

Substantia
nigra
Locus
coeruleus
Dorsal 1X/X
nucleus

Figura 3. La EP presenta seis estadios. La EP encaja dentro de uno de estos seis estadios segun las zonas
cerebrales afectadas. A) Progresidn rostocaudal de la patologia (flechas). Refleja la progresion de la
enfermedad y el aumenta de la severidad de la patologia. B) Estadio 1: las lesiones se encuentran en el
bulbo olfativo, el nicleo anterior olfativo y/o en el nicleo motor dorsal del nervio vago y glosofaringeo
del tronco encefélico. Estadio 2: las inclusiones de a-sinucleina se observan en el tegmentum pontine,
que se constituye por locus coeruleus, nicleo magnocelular de la formacién reticular y nucleo rafe. C)
Estadios 3: las inclusiones alcanzan el niucleo pedunculopontine, el nldcleo magnocelular colinérgico del
preencéfalo basal y la sustancia nigra pars compacta. Estadio 4: el hipotdlamo, zonas del tdlamo y la
primera zona cortical, mesocorteza temporal anteromedial se ven afectados. Durante el estadio 3y 4
aparecen los primeros sintomas clinicos de la EP. D) Estadio 5 y 6: se ven afectadas areas de la
neocorteza (Goedert et al., 2013).

En el primer estadio, se encuentran las inclusiones de a-sinucleina en el ndcleo motor
dorsal y/o la zona intermediaria reticular. En el segundo estadio, las inclusiones llegan
al nucleo caudal rafe, nucleo reticular gigantocelular y al locus coeruleus o
subcoeruleus. En el estadio tres, abarca el mesencéfalo y la sustancia nigra pars
compacta. En el estadio cuatro, el prosencéfalo y la zona cortical, mesocortex temporal
y alocorteza presentan los agregados de a-sinucleina. En el quinto estadio, se ve
afectado la neocorteza prefrontal y las areas sensoriales de la neocorteza. En el Ultimo
estadio, el seis, hay acumulaciones en areas premotoras, incluso la corteza motora y
en todas las areas sensoriales de la neocorteza (Goedert et al., 2013).

En el estadio uno y dos, los individuos que padecen la EP no acostumbran a ser
diagnosticados pero exhiben tipicos sintomas no motores de la EP, como la hiposmia y
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estrefiimiento. Aunque se desconoce si estos pacientes después desarrollan la EP. Al
estadio tres, es cuando los pacientes se diagnostican clinicamente. Durante el estadio
5y 6, las zonas afectadas estan implicadas en el declive intelectual que se acostumbra
a presentar en fases avanzadas de la EP (Braak et al., 2003). Esto demuestra que las
inclusiones de a-sinucleina en la EP empiezan a generarse mucho tiempo antes de la
aparicién de los primeros sintomas motores. Ahora, se conoce que los sintomas no
motores normalmente son un signo de la posible aparicion de sintomas motores
tipicos de la EP, estos sintomas no motores suelen ser el deterioro del sentido del
olfato y la disfuncién del sistema autondmico. Aunque hay otros casos de Parkinson
que no siguen esta progresion.

1.4.1. a-sinucleina en el sistema nervioso periférico

Segln Braak, la EP puede originarse mas alld del sistema nervioso central por un
patégeno capaz de llegar al cerebro por un transporte retrogrado axonal vy
propagandose entre distintas neuronas, a-sinucleina podria ser este patégeno. De
hecho, los agregados de a-sinucleina son abundantes en el sistema periférico nervioso
auténomo en pacientes que presentan a-sinucleinopatias. En la EP, los ganglios
simpaticos, el nervio vago, el tracto gastrointestinal, las glandulas suprarrenales, la
grasa y el corazén se encuentran afectados con agregados de a-sinucleina (Gelpi et al.,
2014).

A parte de los estudios realizados con inoculaciones intracraneales en animales para
estudiar la agregacion y transmisidon de a-sinucleina, también se han realizado estudios
inyectando fibras de a-sinucleina en el sistema nervioso periférico. Asi, se observa que
los agregados de a-sinucleina en el sistema neriovos periférico pueden llegar al SNC y
formar agregados cerebrales. Se ha publicado la inoculacién intraperitoneal e
intraglosal de fibras de a-sinucleina en animales WT y transgénicos que expresan la
mutacion A53T de a-sinucleina. En animales WT, la inoculacién intraglosal no genera
acumulacién de a-sinucleina en el cerebro, mientras que ambas zonas de inoculacién
en animales que expresan la mutaciéon A53T termina generando agregados de a-
sinucleina cerebrales (Breid et al., 2016). También, en el trabajo de Masuda-Suzukake
et al., se describe la administracidn intranasal de a-sinucleina derivada de pacientes
LBD, lo cual no genera agregados en el cerebro (Masuda-Suzukake et al., 2013).

1.5. Etiologia

La mayoria de los casos de Parkinson corresponden al tipo esporddico, aunque existen
factores genéticos y factores no genéticos que pueden desencadenar la sintomatologia
de la enfermedad.
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1.5.1. Factores de riesgo no genéticos

El principal factor de riesgo para padecer la EP es la edad avanzada. Aunque, entre un
cerebro sano y uno afectado por la EP pueden encontrarse similitudes. El caso sano
también pueden generar acumulaciones anémalas de proteinas y pérdida de volumen
cerebral pero no tan severas como en los enfermos de Parkinson.

También se ha descrito la exposicidn a los pesticidas, beber agua de pozos y el daifo
cerebral como circunstancias que aumentan el riesgo de padecer la EP. Adema3s, segln
las estadisticas los hombres tienen el 50% mas de probabilidad que las mujeres de
padecer la EP (Kieburtz and Wunderle, 2013).

1.5.2. Factores de riesgo genéticos

Gen de la a-sinucleina (SNCA)

El gen SNCA, esta situado en el cromosoma 4 (4921), comprende 6 exones y codifica la
proteina a-sinucleina que se encuentra en los terminales presindpticos. Aunque la
funcion exacta que realiza a-sinucleina no se conoce del todo, recientemente se ha
descrito su interaccion con las membranas y los lipidos. Hay hasta 18 mutaciones
descritas para el gen SNCA, las tres mas comunes son A53T, A30P y E64K, las cuales
son autosémicas dominantes (Figura 4). No solo las mutaciones en el gen SNCA pueden
dar una forma aberrante de la proteina a-sinucleina sino que también duplicados o
triplicados del gen, que conducen a un exceso de a-sinucleina, pueden generar
agregados que provocan dafios neuronales (Corti et al., 2011).

Point mutations ASDP E46K  AL3T

| ax2 J axd | axd J axs I axh |

Figura 4. Representacion esquematica del gen, se muestra las tres mutaciones puntuales del gen (A30P,
E64K y A53T) que se encuentran en la regién anfipatica de la proteina. (Corti et al., 2011).

La mutacion A53T es la mutacion mds comun del gen SNCA, se encuentra en la
posicion 209, cambio de guanina por adenina, en el exdén 4. Este cambié de
aminodcidos es capaz de interferir absolutamente en la estructura de la proteina,
generando estructuras en hoja B, por lo tanto, puede estar involucrada en la propia
agregacion de la proteina (Athanassiadou et al., 1999). Ha sido identificada en una
familia Italiana, ocho familias Griegas, dos Coreanas y una familia Sueca, clinicamente,
estos pacientes tienen un fenotipo muy variado que puede manifestarse en edades
avanzadas o de forma severa en la juventud, con una progresion rapida, demencia y
problemas psiquiatricos (Polymeropoulos et al., 1997, Ki et al., 2007, Puschmann et al.,
2009, Corti et al., 2011).
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La mutacion A30P, se encuentra en el exdn 3, y es el resultado del cambio en la
posicién 88 de una guanina por una citosina. Asi, resulta en una proteina andmala que
pierde su primer dominio en hélice a y reduce si afinidad por los fosfolipidos (Yonetani
et al., 2009). Esta mutacién se ha encontrado en una familia Alemana que manifiestan
un Parkinsonismo en edades avanzadas (Kruger et al., 1998).

La mutacidn E64K, se encuentra en la posicién 188, y genera el cambio de una guanina
a adenina, en el exdén 3. La estructura final de esta proteina expone su dominio
hidrofébico a la superficie, aumentando las interacciones moleculares y alterando las
uniones a los fosfolipidos (Rospigliosi et al., 2009). Se ha identificado en una familia
Espanola, muestran un fenotipo de demencia por LB que se manifiesta a edades muy
tempranas (Zarranz et al., 2004).

Gen de la dardarina (LRRK2)

Se encuentra en el cromosoma 12 (12912) contiene 51 exones y codifica para la
proteina quinasa LRRK2 (del inglés leucine-rich repeat kinase 2) o también llamada
dardarina. LRRK2 tiene una secuencia quinasa definida y un dominio proteico Ras
(ROC, del inglés Ras-of-complex) que se une e hidroliza el guanosin trifosfato (GTP).
Tiene un dominio carboxilo terminal (COR, del inglés C-terminal of Ras) y una
secuencia rica en leucinas. Asi, LRRK2 tiene una actividad quinasa y GTPasa. Participa
en la senalizacidon celular, esta asociada a las vesiculas, incluyendo endociticas e
implicadas en la autofagia. Ademas, tanto fisicamente como genéticamente, LRRK2
interactUa con otras proteinas implicadas en la EP (Martin et al., 2014, Cookson, 2015).

Se han identificado mas de cien mutaciones del gen LRRK2 causantes de Ia
enfermedad, en todas las familias se observa una herencia autosémica dominante de
Parkinsonismo que depende de la edad pero con una penetrancia incompleta, hay
individuos que viven hasta la vejez sin ningun sintoma clinico de la EP (Cookson, 2015).
La mutacién mds comun es la G2019S (West, 2017), esta mutacién aumenta la
actividad de la quinasa dos veces mas que en los casos no parkinsonianos. Otra
mutacion, la R1441G, que tiene una importante prevalencia en la poblaciéon de
Guipuzcoa (Marti-Masso et al., 2009, Ruiz-Martinez et al., 2010).

Gen de la enzima beta-glucocerebrosidasa (GBA)

El gen GBA, localizado en el brazo largo del cromosoma 1 (1g21), codifica para la
enzima beta-glucocerebrosidasa. Esta enzima se encuentra en los lisosomas, y ayuda a
degradar la molécula glucocerebrosidasa en glucosa y ceramida. Las mutaciones
homozigotas en este gen estan asociadas a la enfermedad de Gaucher, y tanto las
mutaciones homozigotas como heterozigotas se relacionan con la EP. La enfermedad
de Gaucher presenta una sintomatologia distinta a los casos de Parkinson. Se ha
encontrado alteraciones de los esfingolipidos de la membrana en los enfermos de
Gaucher y también en los cerebros que presentan formaciéon de LB (Guedes et al.,
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2017). Las mutaciones en este gen pueden alterar la funcidn, se disminuye la actividad
enzimadtica en el liquido cefaloraquideo (LCR) y en ciertas zonas cerebrales (Adler et al.,
2017), con lo cual puede facilitar la agregacién de proteinas aberrantes.

Gen de la parkina (PARKINA)

El gen PARK2 se encuentra en el cromosoma 6 (6g25.2-q27) y codifica para la proteina
parkina, que es una ubiquitina E3 ligasa (Shimura et al., 2000) implicada en la
degradacidon de proteinas andmalas mediante el sistema proteosoma-ubiquitina.
Recientemente, se ha descrito la interaccién de la parkina con la mitocondria (Knott et
al., 2008) y los microtubulos (Cartelli and Cappelletti, 2016, Cartelli et al., 2017). La
Parkina controla la homeostasis, biogénesis y degradacién de la mitocondria. También,
se une a microtubulos para promover su ubiquitinizacion y degradacién, modulando
asi el turnover de tubulina.

Las mutaciones en el gen de la Parkina son recesivas, y generan una pérdida de
funcién, que resulta en un tipo de Parkinson familiar de edad muy temprana, puede
manifestarse antes de los 20 afios. En los animales deficientes en PARK2, se ha visto
que la pérdida de este gen induce una sobreacetilacion de los microtubulos en las
neuronas dopaminérgicas, localizados en la sustancia nigra y en el estriado (Cartelli et
al., 2017).

Gen de la enzima ubiquitina esterasa caboxilo terminal L1 (UCHL1)

Situado en el cromosoma 4 (4p14), codifica la enzima ubiquitina esterasa carboxilo
terminal L1, que se encuentra en las neuronas. La mutacién dominante 193M de este
gen causa una reduccién del 50% de la actividad hidrolasa de la enzima in vitro (Leroy
et al., 1998, Nishikawa et al., 2003). Dado que la ubiquitina sirve como una sefial para
desplazar las proteinas aberrantes a los proteosomas, donde se degradan, la reduccién
de la actividad de la enzima en el proceso de ubiquitinizacidon, no permite que se
degraden las proteinas innecesarias, y podrian acumularse hasta formar agregados que
dafian la neurona (Kumar et al., 2017).

Pero ni la mutacion 193M ni otras mutaciones patogénicas en el gen UCHL se ha
detectado en otras familias que sufren la EP. Aunque, un polimorfismo comun en este
gen, S18Y, se ha asociado a una disminucion de riesgo para padecer la EP idiopatica,
incluyendo un extenso meta-analisis. Por este motivo, este gen necesita de un estudio
genético exhaustivo para poder validarlo y usarlo en la identificacién de la EP (Elbaz et
al., 2003, Facheris et al., 2005, Carmine Belin et al., 2007).
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Otros genes

Gen de la DJ-1 (PARK7)

El gen PARK?7, situado en el cromosoma 1 (1p36.23) codifica la proteina DJ-1. Es una
proteina antioxidante, actia como chaperona, regulador transcripcional, proteasa y
regula la actividad de las mitocondrias. La deficiencia de DJ-1 intensifica Ia
acumulacién de los agregados de a-sinucleina (Xu et al., 2017). Aproximadamente, se
han descrito 15 mutaciones puntuales recesivas y largas deleciones del gen en la EP
(Corti et al., 2011).

Gen de la proteina PTEN (PINK1)

El gen PINK1, situado en el cromosoma 1 (1p36), codifica la proteina fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN). Esta proteina es un supresor tumoral que actua
como fosfatasa. Ademds, interactua con la proteina parkina y DJ-1 (Choi et al., 2014).
Se ha llegado a identificar 50 mutaciones recesivas puntuales y algunas deleciones del
gen involucradas en la EP (Corti et al., 2011).

1.6. Estructura de a-sinucleina

a-sinucleina es una proteina de 140 aminoacidos que no tiene una estructura bien
definida en condiciones fisiolégicas, aunque normalmente, se encuentra en hélice a.
Forma parte de una familia de proteinas que tienen un peso molecular alrededor de
15-25 kDa (Ueda et al., 1993). Tres de las cuales son conocidas como; a-sinucleina, B-
sinucleina y y-sinucleina (Clayton and George, 1998, Corti et al., 2011). Inicialmente,
fue aislada de los terminales nerviosos colinérgicos de las rayas Torpedo (Maroteaux et
al., 1988). Patoldgicamente, la a-sinucleina humana fue identificada como el precursor
proteico del componente no B-amiloide (NAC, del inglés non-Abeta component) en las
placas amiloides de la EA. Aunque los miembros de la familia de sinucleina comparten
la mayor parte de la secuencia proteica, a-sinucleina es la Unica que contiene la
secuencia NAC (Ueda et al., 1993).

El dominio hidrofébico central NAC, es muy propenso a agregarse y asi formar
oligdmeros de la proteina o protofibrillas que terminan generando fibras insolubles. Se
ha reportado que la delecion o el bloqueo del dominio NAC, termina con la capacidad
de a-sinucleina para formar agregados (Giasson et al.,, 2001). Ademds, a-sinucleina
contiene siete repeticiones de KTKEGV en el amino terminal, con lo cual es rico en
lisinas, este es un dominio anfipatico en hélice a que participa en la interaccidon con los
lipidos de membrana, y también tiene un carboxilo terminal acidico desorganizado que
estd implicado en regular su localizacién nuclear, junto con su interaccién con los
metales y otras moléculas (Eliezer et al., 2001, Ulmer et al., 2005) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de la proteina a-sinucleina. A) Representacion esquematica de las regiones de a-
sinucleina, el amino terminal del aminoacido 1 al 60, la regidn central del aminoacido 61 al 95, llamado
NAC y el carboxilo terminal del aminoacido 96 al 140. Los cuadros rojos representan las repeticiones
KTKEGV. B) Estructura de la a-sinucleina unida a los lipidos de membrana, la estructura de la proteina
humana fue determinada por resonancia magnética nuclear, la imagen esta coloreada en azul desde su
amino terminal hasta el rojo que corresponde al carboxilo terminal (PDB ID: 1XQ8) (Gallegos et al.,
2015).

Muchos tipos neuronales del SNC y sistema nervioso periférico expresan a-sinucleina.
A nivel subcelular, en condiciones fisioldgicas a-sinucleina se encuentra en los
terminales presindpticos y en algunas zonas del nicleo (Maroteaux et al., 1988).

1.6.1. Modificaciones postraduccionales

a-sinucleina es una proteina que sufre varias modificaciones postraduccionales, estas
modificaciones podrian aumentar la formaciéon de los oligdmeros citotéxicos de a-
sinucleina.

Fosforilacion

La fosforilacion de a-sinucleina en la serina 129 se considera crucial en la patogénesis
de los LB. Aunque, la fosforilacion de a-sinucleina se considera una situacién normal,
dado que se observan niveles de esta modificacidon postraduccional tanto en cerebros
sanos como enfermos, los niveles de a-sinucleina fosforilada son mucho mayores en la
EP, tauopatias y la demencia por cuerpos de Lewy. En la SN y el nucleus basalis de
Meynert hay mas a-sinucleina fosforilada que en otras zonas cerebrales,
paralelamente ambas zonas muestran menos cantidad de a-sinucleina total (Muntane
et al., 2012). Ademas, in vitro, la fosforilacién de a-sinucleina en la serina 129 induce
cuatro veces mas la formacion de hojas B de la misma a-sinucleina en comparacion
con la a-sinucleina no fosforilada (Fujiwara et al., 2002).

Pero, a-sinucleina también puede fosforilarse en la serina 87 y en la tirosina 125.
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Solo la serina en la posicién 87 se encuentre en la region NAC de a-sinucleina, region
esencial para la agregacién de a-sinucleina. Esta serina es de los pocos residuos que
difieren entre la secuencia de a-sinucleina humana de la de ratén o rata. En cerebros
humanos o en animales transgénicos, la mayoria de la a-sinucleina fosforilada en la
serina 87 se encuentra en la membrana y también se identifica en los LB. Por lo tanto,
se la relaciona con la patogénesis de las a-sinucleinopatias (Paleologou et al., 2010).

La fosforilacion en la tirosina 125 se observa tanto en el cerebro de humanos como de
Drosophila melanogaster. A la fosforilacion en la tirosina 125 se le atribuye un posible
papel neuroprotector, bloqueando la formacién de oligdmeros por lo tanto frena la
neurotoxicidad de a-sinucleina. Los estudios a post mortem de la corteza cerebral han
evidenciado que en la demencia por cuerpos de Lewy y en sujetos sanos se presenta
una disminucion de la fosforilacion en la tirosina 125 (Chen et al., 2009).

Proteolisis

Otra de las modificaciones de a-sinucleina es la protedlisis. La delecidn del carboxilo
terminal de a-sinucleina puede ser clave en la patogénesis de la EP (Li et al., 2005).
Estas formas truncadas de a-sinucleina carecen de terminal acidico. Aunque, la
delecién del carboxilo terminal puede tener un papel patoldgico, la protedlisis de a-
sinucleina es un evento normal en el cerebro humano adulto (Muntane et al., 2012).

A pesar de que la delecién del carboxilo terminal también ocurre en cerebros sanos, se
ha identificado un aumento de a-sinucleina truncada en los extractos de cerebros de
pacientes de Parkinson (Li et al., 2005). Varios estudios se han realizado para conocer
el papel que tiene esta forma truncada de a-sinucleina. Animales Drosophila
melanogaster que expresan esta delecion del carboxilo terminal generan inclusiones
de agregados de a-sinucleina dando lugar a una neurotoxicidad cerebral (Periquet et
al., 2007). Ademas, in vitro, la forma truncada de a-sinucleina tiene mas facilidad de
autoagregarse que la secuencia WT entera de a-sinucleina (Periquet et al., 2007)

El origen de las formas truncadas aun se desconoce. In vitro, se han usado varias
proteasas para cortar a-sinucleina, como neurosina (Kasai et al., 2008), calpaina |
(Mishizen-Eberz et al., 2003) y metaloproteasas (Sung et al., 2005). También, se ha
sugerido que las especies truncadas pueden originarse de la degradaciéon incompleta
de la a-sinucleina mediante el proteosoma (Liu et al., 2005, Sevlever et al., 2008).

Nitracion

El papel que desempeiia la nitracién en la a-sinucleina se desconoce pero en sujetos
sanos y en los LB se ha identificado esta modificacion en la a-sinucleina. La nitracidén es
la consecuencia del elevado estrés oxidativo, el cual se conoce como uno de los
principales factores que causan dafio y muerte celular. En los modelos de 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), se encuentra a-sinucleina nitrada en el
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estriado y el mesencéfalo. El MPTP es un producto quimico que produce dafio en las
neuronas dopaminérgicas de la via nigrostriatal pero no genera cuerpos de inclusién,
por lo que se usa como modelo para estudiar la EP (Vila and Przedborski, 2003).
Formas de a-sinucleina nitrada se han encontrado en sangre de pacientes de
Parkinson, con lo que se podria usar como posible biomarcador (Burai et al., 2015).

1.7. La funcion fisioldgica de a-sinucleina

Aunque la funcién exacta de la a-sinucleina se desconoce, hay muchas evidencias que
sugieren que la funcién de a-sinucleina esta relacionada con su capacidad de
interactuar con los fosfolipidos de membrana, especialmente, membranas como la de
las vesiculas. De hecho, a-sinucleina parece estar involucrada en la neurotransmisién,
trafico de vesiculas y funcion mitocondrial.

El hecho de que a-sinucleina se encuentre en los terminales presindpticos y su
capacidad de interactuar con las membranas lipidicas, sugiere que a-sinucleina tiene
un papel importante en la neurotransmisién. La participacion de a-sinucleina en la
transmisién sindptica ha sido corroborada por su intervencion en la plasticidad
sindptica asociada al aprendizaje de canciones en aves, como los fringilidos zebra,
durante su desarrollo (George et al., 1995). Ademads, en ratones deficientes de a-
sinucleina se ha descrito que las sinapsis dopaminérgicas realizan una descarga
excesiva del neurotransmisor cuando se estimulan con calcio, aunque presentan una
arquitectura cerebral normal, los terminales sinapticos nigrostriatales muestran una
descarga estandar de dopamina y responden bien a simples estimulos eléctricos
(Abeliovich et al., 2000). Los animales transgénicos que expresan de dos a tres veces
mas a-sinucleina, presentan un déficit de neurotransmisores, ya que hay alteraciones
en la cantidad de vesiculas sindpticas y en el reciclaje vesicular (Nemani et al., 2010).

Ademas, la a-sinucleina puede regular negativamente la expresion y la actividad de la
tirosina hidroxilasa. La tirosina hidroxilasa es la enzima que cataliza la conversion del
aminodcido L-tirosina al precursor de la dopamina. La a-sinucleina mantiene la tirosina
hidroxilasa desfosforilada para reducir la expresion de dopamina lo cual aumenta la
degeneracion neuronal dopaminérgica (Peng et al., 2005). También, se asocia la a-
sinucleina con la inhibicion de la fosfolipasa D2, esta enzima cataliza la hidrolisis de la
fosfatidilcolina al acido fosfatidico y al diacilglicerol, ambos moduladores intracelulares
de la neurotransmision (Klein et al., 1995, Jenco et al., 1998).

Por otro lado, se relaciona la a-sinucleina con el trafico de vesiculas desde el reticulo
endoplasmatico (RE) hasta el aparato de Golgi. En modelos de levadura, las células que
sobreexpresan a-sinucleina presentan dafio en el transporte vesicular, entre el RE y el
aparato de Golgi, por lo que el RE se estresa y eso genera proteinas mal plegadas
(Cooper et al., 2006). En lineas celulares, se ha identificado que al sobreexpresar a-
sinucleina, las vesiculas se forman en el RE y se transmiten hasta al aparato de Golgi
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pero fallan al fusionarse con la membrana del aparato de Golgi (Thayanidhi et al.,
2010).

Andlogamente, a-sinucleina puede estar involucrada en la regulaciéon de la actividad de
la mitocondria y la alteracion de la expresidn de a-sinucleina da lugar a una
mitocondria disfuncional que genera especies radicales de oxigeno, que resulta en la
muerte neuronal (Hsu et al., 2000). Los enfermos de Parkinson presentan un defecto
de la actividad del complejo proteico | de la cadena respiratoria en la SN (Schapira et
al., 1989), estriado (Mizuno et al., 1989), corteza frontal (Keeney et al., 2006),
plaguetas (Parker et al., 1989) y leucocitos (Muftuoglu et al., 2004). También, se
relaciona a-sinucleina con la capacidad de la mitocondria para fusionarse o fisionarse,
se ha publicado que cuando a-sinucleina se sobreexpresa o en presencia de las
mutaciones de a-sinucleina hay una fragmentacién de las mitocondrias, lo que supone
una inhibicién de la fusidon (Kamp et al., 2010) o fision (Nakamura et al., 2011) de las
mitocondrias.

1.8. Agregacion y propagacion “prion-like” de a-sinucleina

Muchas de las principales proteinas implicadas en enfermedades neurodegenerativas
pueden adoptar una forma aberrante, mal plegada. Algunas de estas especias
proteicas desestructuradas son los B-amiloide, Tau hiperfosforilada y a-sinucleina,
estas son capaces de propagarse y agregarse entre células de la misma manera que los
priones. Aunque, no todas las propiedades infectivas de un prién se han demostrado
en estas especies proteicas. Hay que tener en cuenta dos términos para poder definir
estas especies proteicas como priones, uno de ellos es la transmisién del patégeno
entre individuos y el otro la infectividad. Por una parte, estas especies proteicas no
presentan una transmisibilidad alta entre individuos en condiciones naturales. Por otra
parte, la “infectividad” se confunde con el concepto de propagacion proteica, la cual
no es suficiente para considerar una proteina como agente infeccioso (Erana et al.,
2017). Por lo tanto, estas especies proteicas se las denomina “prionoid” o “prion-like”
(Erana et al., 2017).

Aun asi, esta forma aberrante de a-sinucleina es capaz de agregar la a-sinucleina
enddgena. Estos agregados generados presentan hiperfosforilacién y ubiquitinizaciéon
(Aguzzi and Rajendran, 2009). Se sugiere que la agregacidn de estas especies proteicas
siguen un mecanismo de nucleacién-agregacién, como el descrito para la agregacién
de la proteina pridnica celular (PrP€). De hecho, las proteinas desplegadas resultan en
formas proteicas anormales ricas en laminas B, resistentes a la protedlisis y que
tienden a formar agregados mayores como en las prionopatias (Aguzzi and Calella,
2009).
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Aunque hay ciertas discrepancias, se conoce que la progresion de las enfermedades
neurodegenerativas, como la EP y la EA, correlacionan con la propagacion de la
proteina mal plegada (Invernizzi et al., 2012, Sabate et al., 2012). Se ha demostrado
que a-sinucleina puede propagarse entre células y este hecho es reproducible in vivo e
in vitro (Lee et al., 2005, Desplats et al., 2009, Luk et al., 2009). Un punto clave para la
hipdtesis de la propagaciéon “prion-like” en la EP es el hecho que la a-sinucleina
aberrante puede ser liberada al espacio extracelular y ser internalizada por la neurona
contigua (Reyes et al., 2015), la microglia (Lee et al., 2008b) o los astrocitos (Lee et al.,
2010, Cavaliere et al., 2017). Especificamente, en el caso de la EP, la acumulacién de a-
sinucleina empieza en el bulbo olfativo y médula oblongata hasta llegar al mesencéfalo
y prosencéfalo.

1.8.1. La agregacion de a-sinucleina

a-Sinucleina es propensa a formar fibras amiloides, las cuales se pueden encontrar en
los LB, LN o en el citoplasma de la glia (GCI, del inglés glial cytoplasmic inclusions). En
los LB de parkinsonianos, se observa un aumento de a-sinucleina hiperfosforilada en la
serina 129. Especialmente, la fibrilizacion de a-sinucleina es dependiente de 12
aminodcidos (71-82) que constituyen el dominio central hidrofébico de dicha proteina.
La delecion de este dominio bloquea la fibrilizacién de a-sinucleina (Auluck et al.,
2010).

a-Sinucleina es una proteina que requiere la interaccién de la membrana lipidica para
formar dimeros, oligdmeros y fibras, su forma nativa en el citoplasma estd desplegada.
En presencia de vesiculas que contienen fosfolipidos anidnicos en su membrana, el
amino terminal de a-sinucleina forma dos hélices alfa que le permiten asociarse a la
membrana. Esta interaccién de a-sinucleina con la membrana facilita la formacién de
dimeros de a-sinucleina. A partir de la dimerizacién, a-sinucleina adopta una
estructura secundaria en lamina B. Esta estructura en lamina B es capaz de asociarse a
otros dimeros o mondmeros de a-sinucleina, asi se forman los oligdmeros de a-
sinucleina (Figura 6). Finalmente, estos oligdmeros se agregan formando fibras y
depdsitos amiloides, estos depdsitos son los denominados LB o LN (Auluck et al.,,
2010). Durante la agregacidon de a-sinucleina, la proteina nativa pierde su funcién y
gana toxicidad al convertirse en oligédmero. Los oligdmeros, se definen como la especie
téxica de a-sinucleina, se agregan entre ellos para formar las fibras de a-sinucleina que
se detectan en los LB (Eisbach and Outeiro, 2013).
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Figura 6. Esquema de la agregacion de proteinas. La conformacion nativa de la proteina ligada a una
funcién pierde su estructura formando oligdmeros en hoja B que pierden la funcionalidad y ganan
toxicidad. Estos se agregan formando protofibrillas que dan lugar a los agregados fibrilares insolubles,
presentes en los LB (Auluck et al., 2010).

La conversion de a-sinucleina a una forma oligomérica tdxica se desconoce pero puede
estar influenciado por las mutaciones genéticas, las modificaciones postraduccionales
o por la interaccién con otras moléculas (Brundin and Melki, 2017). Incluso, las mismas
especies oligdmericas pueden bloquear la actividad de los sistemas proteoliticos,
provocando que en las neuronas se creen mas oligédmeros, no degradables, que
terminan agregandose para dar lugar a los LBs (Webb et al., 2003, Tofaris et al., 2011,
Martinez-Vicente and Vila, 2013, Xilouri et al., 2013).

1.8.2. Propagacion “prion-like” de a-sinucleina

Propagacion de a-sinucleina del huésped al trasplante neuronal

Neuronas embrionarias del mesencéfalo trasplantadas en el estriado de pacientes de
Parkinson pueden desarrollar LB afios mas tarde. La identificacion de inclusiones en las
neuronas injertadas sugiere que hay una transmision de la a-sinucleina oligomérica
desde las neuronas del paciente hasta las neuronas sanas trasplantadas. En particular,
los pacientes que mueren una década después del trasplante neuronal exhiben LB
positivos para a-sinucleina y ubiquitina en las neuronas trasplantadas anteriormente.
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Contrariamente, las neuronas trasplantadas no muestran el desarrollo de la patologia,
por lo tanto, se sugiere que el desarrollo de la formacién de LB es un proceso lento,
que requiere una década para manifestarse (Kordower et al., 2008, Li et al., 2008).

Cémo a-sinucleina se propaga a las neuronas injertadas sanas no se conoce aunque se
baraja alguna hipdtesis. Las neuronas injertadas estan expuestas a un microambiente
desfavorable como la inflamacién, estrés oxidativo, excitotoxicidad y el fallo de
factores neurotréficos. Esta situacion puede inducir que las proteinas se desplieguen
con mayor facilidad en las neuronas trasplantadas. Otra hipdtesis es la transmisién de
a-sinucleina desde las neuronas del enfermo hasta las neuronas sanas. Bajo estas
condiciones, a-sinucleina puede ser liberada o por neuronas vivas mediante varios
mecanismos o bien, mediante muerte neuronal que se produce alrededor del injerto.
Asi pues, las neuronas trasplantadas pueden captar mediante otros mecanismos la a-
sinucleina. Una vez la a-sinucleina oligomérica se encuentra en la neurona sana, ésta
puede actuar como molde y promover el mal plegamiento de la a-sinucleina
enddgena, que finalmente da lugar a los LB (Brundin et al., 2008).

Andlogamente, Desplats et al., (Desplats et al., 2009) muestra las alteraciones de
células madre neuronales corticales de ratéon marcadas con GFP (del inglés green
fluorescent protein) trasplantadas en el hipocampo de ratones que expresan a-
sinucleina humana. Cuatro semanas después del trasplante, el 15% de las células
madre injertadas presentan a-sinucleina humana. Algunas de estas células muestran
activacion de caspasa 3 e inclusiones citoplasmaticas.

Propagacion intercelular de a-sinucleina

Los posibles mecanismos de la propagacién de a-sinucleina no estan del todo
descritos, aunque varias vias se han propuesto y estudiado. La transmisién intercelular
de a-sinucleina implica que a-sinucleina tiene que ser liberada e internalizada por las
células (Figura 7) (Bieri et al.,, 2018). Este transporte puede ser retrogrado a
anterogrado, el cual se ha monitorizado en cultivos corticales mediante el uso de
dispositivos microfluidicos (Volpicelli-Daley et al., 2011, Freundt et al., 2012, Tran et
al., 2014, Brahic et al., 2016).
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Figura 7. Mecanismos de propagacion intercelular de a-sinucleina. Mecanismos que median la
transmision intercelular de los agregados citosdlicos proteicos. (a,b) Oligdmeros que se han generado en
el citoplasma (por la neurona de la izquierda) a partir de la proteina soluble monomérica o debido a la
fragmentacion de los agregados. (a) Algunos oligdmeros pueden liberarse al espacio extracelular o (b) a
través vesiculas como exosomas. Los oligdmeros (a) pueden penetrar directamente en la membrana de
la neurona receptora (1) o entrar por endocitosis (2) o por receptor ligado a endocitosis (3) (neurona de
la derecha). Los exosomas que contienen los oligdmeros (b) pueden fusionarse con la membrana de la
neurona receptora (4). Los oligdmeros también pueden transportarse mediante nanotubos, que
conectan directamente los citoplasmas de dos células (5). Los oligdmeros internalizados se agregaran
para formar mas fibrillas en el citoplasma de la neurona sana, que a su vez, serd la neurona que
propagara sus oligdmeros a la siguiente neurona (Guo and Lee, 2014).

Internalizacion de a-sinucleina

Se ha demostrado que las células son capaces de internalizar a-sinucleina in vitro e in
vivo. a-sinucleina afiadida al medio celular puede ser internalizada por las células en
cultivo (Sung et al., 2001, Zhang et al., 2005). En ratones, LB derivados de pacientes y
fibras de a-sinucleina administradas mediante estereotaxico en el cerebro son
internalizadas por la glia y neuronas horas después de la inyeccién (Rey et al., 2013,
Goedert et al., 2017). Gracias al uso de dispositivos microfluidicos se ha observado que
a-sinucleina puede ser captada por el soma, dendritas o axones de las neuronas
(Volpicelli-Daley et al., 2011).

Por una parte, esta internalizacién puede ser mediada por endocitosis (Sung et al.,
2001, Lee et al., 2008a, Volpicelli-Daley et al., 2011). La reduccién de temperatura o la
presencia de bloqueadores de la dinamina 1 reducen la endocitosis, asi pues, se ha
observado una reduccién de a-sinucleina endocitada bajo estas condiciones.
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Por otra parte, la internalizacién de a-sinucleina puede ser llevada a cabo por un
receptor ligado a endocitosis. Se ha descrito la unidn de a-sinucleina a LAG3 el cual se
encuentra en la membrana de las neuronas y la glia (Zhang et al., 2014). La ausencia de
LAG3 reduce la agregacién y transporte de a-sinucleina in vitro e in vivo (Mao et al.,
2016). Se ha utilizado fibras de a-sinucleina ligadas a PHrodo red para observar su
endocitosis. PHrodo red es capaz de emitir mas fluorescencia cuando se encuentra en
un medio acido, como es el caso del interior de los endosomas. Asi, se observa un
aumento de fluorescencia al endocitar las fibras de a-sinucleina (Mao et al., 2016).
Ademas, los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs, del inglés Heparan sulfate
proteoglycans) median la internalizacién de a-sinucleina via macropinocitosis en
cultivos no neuronales. Gracias al marcaje fluorescente de las fibras de a-sinucleina se
observa su colocalizacién con los HSPGs in vitro (Holmes et al., 2013). También, se
observa que los agregados de a-sinucleina colocalizan con la proteina transactivadora
de la transcripcion (TAT), la cual se conoce que se internaliza por macropinocitosis
(Nakase et al., 2004, Wadia et al., 2004, Kaplan et al., 2005, Nakase et al., 2007).

Se ha publicado la unién de las fibras de a-sinucleina a la proteina precursora de
amiloide 1 (APLP1, del inglés amyloid-like protein 1) y a las proteinas presinapticas
ancladas a membrana, neurexinas 1a y 2a (Shrivastava et al., 2015, Mao et al., 2016).
En cultivos, los receptores Toll-like 2 (TLR2, del inglés Toll-like receptor 2) expresados
en la microglia estdn involucrados en la propia activacidon de la microglia cuando se
exponen a las fibras de a-sinucleina (Kim et al., 2013). La proteina de sodio/potasio-
ATPasa (adenosine triphosphatase) subunidad alfa 3 se encuentra en los clusters que
forman oligdmeros y fibras de a-sinucleina. Aunque no se ha estudiado si pueden
mediar su internalizacién si se han identificado cambios en el gradiente de sodio vy
excitabilidad neuronal in vitro (Shrivastava et al., 2015).

Asimismo, se ha demostrado la formacién membranas que contienen F-actina,
denominados nanotubos, para la transmisiéon de a-sinucleina in vitro (Abounit et al.,
2016). Otra hipdtesis es que a-sinucleina puede entrar por difusién pasiva
interactuando con los lipidos de membrana (Auluck et al., 2010).

Una vez en el interior de la nueva neurona sana, los oligdmeros de a-sinucleina llegan
al citoplasma, donde se amplifican mediante la agregacién de la a-sinucleina
enddgena. Se desconoce como la a-sinucleina que se encuentra dentro del endosoma
es capaz de llegar al citoplasma de la neurona, una posible teoria es que a-sinucleina
tiene la capacidad de penetrar y lisar la membrana lisosomal (Freeman et al., 2013).

Transporte axonal de a-sinucleina

Experimentos realizados in vivo e in vitro evidencian que a-sinucleina oligomérica se
transporta axonalmente. Varios grupos inyectan fibras de a-sinucleina sintética o
derivada de pacientes en el cerebro de ratén, dicha a-sinucleina exdgena es capaz de
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fibrilar la a-sinucleina endégena en el lugar de la inyeccién. También, se ha observado
agregacion de a-sinucleina en areas del cerebro distales al lugar de inyeccion (Luk et
al., 2012a, Luk et al., 2012b, Masuda-Suzukake et al., 2013, Recasens et al., 2014,
Paumier et al., 2015, Peelaerts et al., 2015). Estas regiones cerebrales secundarias
afectadas estan conectadas al lugar de inyeccién por proyecciones axonales
retrégradas y anterégradas (Bieri et al., 2018). De todas formas, el transporte axonal
de a-sinucleina se ha estudiado directamente gracias al uso de cultivos neuronales
primarios cultivados en dispositivos microfluidicos.

+» Cultivos celulares compartimentados

Los dispositivos microfluidicos son moldes de polidimetilsiloxano (PDMS) que son
capaces de separar fisicamente el soma y los axones de las neuronas en
compartimentos. Cada compartimento se encuentra aislado fluidicamente, asi se
puede manipular cada uno de manera independiente (Figura 8) (Taylor et al., 2005a).
Entre ambos compartimentos hay una serie de microcanales que debido a sus medidas
solo permiten el paso de los axones. Dado que los compartimentos estan aislados
fluidicamente, si se aflade a-sinucleina en uno de los compartimentos y dias después
se detecta en el otro compartimento significa que hay un transporte exclusivamente

axonal.
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Figura 8. llustracion esquematica de los dispositivos microfluidicos. (a) Fotografia del dispositivo
microfluidico que contiene colorante alimenticio para visualizar cada canal. (b) Las camaras del
dispositivo consisten en un molde de PDMS. (c, e) Micrografias de cultivos neuronas 6 dias in vitro (DIV)
en los dispositivos microfluidicos. (e) Microfotografia obtenida mediante microscopia confocal de
neuronas marcadas con Tau (en verde) y MAP5 (en rojo), se demuestra que solo los axones pueden
cruzar los microcanales (Kim et al., 2012).

Por lo tanto, gracias a esta herramienta se puede estudiar el transporte retrégrado y
anterogrado de la a-sinucleina exdgena afiadida en el cultivo (Danzer et al., 2011,
Freundt et al., 2012, Brahic et al., 2016). Los microtubulos pueden transportar los
oligdmeros de a-sinucleina tanto anterogradamente como retrégradamente. Parece
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ser que el transporte retrégrado es mas eficiente que el transporte anterégrado
(Figura 9) (Brahic et al., 2016). Aunque, se desconoce si la a-sinucleina internalizada es
transportada por los microtubulos directamente en el citoplasma o en vesiculas. Es
posible que la agregacion de a-sinucleina se inicie en los axones ya que los oligdmeros
de a-sinucleina transportados pueden agregar a-sinucleina endégena y agregarla (Bieri
et al., 2018).
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Figura 9. Transporte axonal de las fibras de a-sinucleina. Las fibras de a-sinucleina pueden ser
internalizadas tanto en el compartimento del soma como en el axonal. Las fibras de a-sinucleina se
transportan mediante los microtibulos tanto anterégradamente como retréogradamente (Bieri et al.,
2018).

Secrecién de a-sinucleina

Dado que a-sinucleina no es una proteina secretable ya que carece de péptido seiial,
se pensaba que a-sinucleina era exclusivamente intracelular. Mas tarde, se detectd
niveles de a-sinucleina en LCR y plasma de pacientes de Parkinson (Borghi et al., 2000,
El-Agnaf et al., 2003, Llorens et al., 2016). Por tanto, a-sinucleina puede ser secretada
por las células. De hecho, hay tipos neuronales que pueden secretar a-sinucleina al
medio in vitro (ElI-Agnaf et al., 2003, Emmanouilidou et al., 2010, Danzer et al., 2011).
Aunque, el mecanismo exacto de la liberacion de a-sinucleina no esta del todo
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definido. Tampoco se conoce si las formas oligoméricas y fibriladas de a-sinucleina se
secretan mediante la misma via.

Fontaine et al., muestra que la liberacién de a-sinucleina puede estar mediada por el
complejo Dnal/chaperona Hsc70 (Fontaine et al., 2016). También, Lee et al., define
gue USP19 tiene actividad de tipo chaperona y esta involucrada en la liberacién de a-
sinucleina (Lee et al., 2016). Hoy en dia, no sabemos si USP19 y el complejo
Dnal/chaperona Hsc70 trabajan conjuntamente o independientemente. Algunos
estudios apuntan a los exosomas no candnicos como via de secrecién, aunque los
niveles de a-sinucleina detectados son muy bajos (Lee et al., 2005, Emmanouilidou et
al., 2010).

Por otro lado, la agregacién de a-sinucleina disminuye cuando ciertos anticuerpos
monoclonales anti-a-sinucleina se afiaden al medio de cultivo. También, animales
inyectados intracranealmente con fibras de a-sinucleina presentan una reduccion de la
patologia después de administrarles estos mismos anticuerpos. Por lo tanto, la
accesibilidad de estos anticuerpos sugiere que a-sinucleina no se secreta en vesiculas
(Tran et al., 2014).

1.9. Modelos experimentales de la EP

In vitro: Fibras de a-sinucleina

Uno de los mayores obstaculos para elucidar el rol patoldgico de a-sinucleina ha sido la
falta de un buen modelo que ayude a estudiar la agregacion de a-sinucleina,
especialmente en neuronas. En los modelos animales que expresan formas mutadas
de a-sinucleina se observan agregados de tipo LB, pero solo en ratones de edad muy
avanzada. Los sintomas propios de la vejez y los que generan los agregados de a-
sinucleina se pueden confundir en estos modelos animales, ademas dificulta el estudio
de los efectos tempranos que produce la agregacién de a-sinucleina (Masliah et al.,
2000, Lee et al., 2002). Por el contrario, los cultivos neuronales derivados de estos
animales generan unos agregados distintos a los que se observan en el cerebro.

Las fibras de a-sinucleina generadas a partir de oa-sinucleina mondmerica
recombinante no estan fosforiladas (Volpicelli-Daley et al., 2011). No obstante, los
agregados que se generan in vitro e in vivo son a-sinucleina fosforilada (p-a-
sinucleina). Los agregados generados comparten caracteristicas con las inclusiones
identificadas en los LB y LN. Estas caracteristicas son: agregados insolubles en
detergente, hiperfosforilacion, ubiquitinacién y estructura filamentosa cuando se
observa en el microscopio electrénico (Spillantini et al., 1998a).

Las neuronas son capaces de internalizar las fibras de a-sinucleina. Fibras de a-
sinucleina marcadas con FLAG se hallan en el interior de la célula cuatro dias después
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de ser afadidas al medio (Aulic et al., 2014). Ademas, las fibras de a-sinucleina
agregan la a-sinucleina enddgena. Gracias al uso de dispositivos microfluidicos y fibras
de a-sinucleina marcadas con myc, se observa la agregacién de a-sinucleina enddgena.
Siete dias después de anadir fibras de a-sinucleina en uno de los compartimentos del
dispositivo microfluidico, se observan agregados de p-a-sinucleina que no colocalizan
con el marcaje de myc (Volpicelli-Daley et al., 2011).

La agregacion de a-sinucleina es dependiente del tiempo (Volpicelli-Daley et al., 2011).
In vitro, cuatro dias después de anadir las fibras de a-sinucleina, se observan pequefios
agregados de p-a-sinucleina en los terminales presinapticos y axones. Mds tarde, hasta
diez dias después de la presencia de las fibras de a-sinucleina, los agregados crecen y
por su estructura serpentinosa parecen LN. Esto permite una examinacién cuidadosa
de la formacién de los agregados de a-sinucleina, ademds la muerte neuronal es
despreciable hasta los catorze dias después de la presencia de fibras de a-sinucleina en
el cultivo (Volpicelli-Daley et al., 2014). In vivo, se inyectan fibras de a-sinucleina en
distintas regiones cerebrales del ratdon y se estudia la propagacion de a-sinucleina y la
formacién de LBs y LNs (Luk et al., 2012a, Masuda-Suzukake et al., 2013, Masuda-
Suzukake et al., 2014). Luk et al., inyecta en el estriado dorsal de ratones WT fibras de
a-sinucleina. Los agregados de p-a-sinucleina se observan en el lugar de la inoculacidon
a los 30 dias después de la intervencion y en las zonas directamente interconectadas
con el estriado (Luk et al., 2012b). Las zonas afectadas por la formacién de inclusiones
de p-a-sinucleina son ipsilaterales al indculo, exceptuando la amigdala que presenta
inclusiones bilateralmente, ya que el estriado proyecta a amigdala bilateralmente (Pan
et al., 2010). Ratones examinados a 90 y 180 dias después de ser inoculados, muestran
un aumento de agregacién de p-a-sinucleina. Sin embargo, las poblaciones
serotonérgicas (nucleo rafe) y noradrenérgicas (locus coeruleus) no presentan
agregados, sugeriendo que las neuronas monoaminérgicas no son igual de susceptibles
a la transmisién de la a-sinucleina. Ademas, la agregacién de p-a-sinucleina resultaba
en una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la SN pars compacta, pero
no en el area tegmental ventral adyacente (Luk et al., 2012a).

In vivo: Modelos animales

Existen varios modelos animales que pueden ser utiles para la experimentacidn.
Aunque, el mds usado son los modelos murinos, también existen otros modelos
mamiferos como Macaca mulatta, e modelos invertebrados como Drosophila
melanogaster y Caenorhabditis elegans (Lu and Vogel, 2009, Dimitriadi and Hart, 2010,
Wentzell and Kretzschmar, 2010). Los modelos murinos son de gran utilidad debido a
su tamafio, su progenie abundante, gestacion corta y que su genoma estd
completamente mapeado. Especialmente, el ratdn Mus musculus es un perfecto
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candidato para el estudio de enfermedades humanas dada su alta homologia con el
genoma humano (Mouse Genome Sequencing et al., 2002).

Aqui, se definen los modelos empleados en esta tesis. Los animales knockout de a-
sinucleina se denominan K240 y los animales que expresan la a-sinucleina WT humana
son los S240.

Los ratones que no expresan a-sinucleina apenas muestran un fenotipo anormal, por
lo contrario, animales deficientes en a-sinucleina, B-sinucleina y y-sinucleina muestran
unos botones presinapticos pequefios y sobreviven solamente alrededor de un afo
(Fernandez-Chacon et al., 2004, Burre et al., 2010, Greten-Harrison et al., 2010).

Los animales que sobreexpresan la a-sinucleina humana WT presentan fallos en la
coordinacidon motora posiblemente debido a la agregacién de a-sinucleina en regiones
de la corteza y la SN, pero no se observan acumulaciones de a-sinucleina en la médula
espinal, células gliales ni en la unién neuromuscular (Fleming et al., 2004).
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2. La proteina prionica celular

2.1. Reseia historica

Stanley Benjamin Prusiner gand el premio nobel en fisiologia o medicina en 1997 por
su trabajo sobre la causa de la encefalopatia espongiforme bovina y su equivalente en
los humanos la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del inglés Creutzfeldt-Jakob
disease). Este trabajo de 1982 contenia por primera vez la palabra prién para referirse
a la proteina mal plegada infecciosa que causaba estas enfermedades (Prusiner, 1982).

Aunque fue a mediados del siglo XVIII, cuando se identificaron los primeros casos de
enfermedades espongiformes transmisibles (EETs), las cuales representan un conjunto
de enfermedades neurodegenerativas que pueden padecer tanto los humanos como
los animales (Kovacs and Budka, 2008). En 1732, ganaderos europeos se
percataron que sus ovejas y cabras padecian tembladera (scrapie, en inglés), una
enfermedad letal de origen parasitario que mas tarde se creyd que podia estar causada
por un virus dada su capacidad infectiva (Detwiler, 1992). A principios del siglo XX, en
1930, se describieron los primeros casos de EET en humanos, llamada CID, una
enfermedad fatal que afecta de forma progresiva el cerebro. En 1959, Igor
Klatzo relaciono la enfermedad de CJD con la de kuru, una enfermedad restringida a la
zona de Papua Nueva Guinea, donde ingerian las visceras y cerebro de los fallecidos
como parte de un ritual de canibalismo (Klatzo et al., 1959).

Experimentalmente, extractos de cerebro originarios de ganado que presentaba
scrapie eran inoculados en chimpancés y se observaba la transmision de la
enfermedad. Por lo tanto, juntamente con los casos de kuru, se creia que un agente
virico, al igual que en el scrapie de los animales, estaba involucrado (Gajdusek,
1977). Aungue no provocaba una respuesta inmunoldgica y no se transmitia a través
de la leche materna.

Fue Stanley B. Prusiner, quien consiguié purificar cerebros de enfermos que
permitieron el estudio de fracciones ricas en particulas infecciosas. Mediante este
protocolo se identific6 moléculas puramente proteicas, y no mostraban &acidos
nucleicos, asi los bautizd con el nombre de pridn.

Los priones son proteinas que pierden su estructura conformacional definida y son
resistentes a proteasas, nucleasas, luz ultravioleta (Alper, 1972), radiaciones ionizantes
y a la modificacién con hidroxilamina, pero perdian su capacidad infectiva si se
trataban con agentes desnaturalizantes, como el fenol. Mediante la purificacién de
extractos de cerebros de hamster infectados con scrapie se pudo identificar un
polipéptido de 27 a 30 kDa que correspondia a la PrP¢, como era resistente a
proteasas, esta proteina se denominé PrP* o también PrP™s (Basler et al., 1986).
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Animales transgénicos deficiente en PrP¢, demostrd que esta proteina era la causante y
necesaria para las EETs.

Dada la transmisibilidad de estas enfermedades salié a la luz la hipotesis del prion, una
conformacidn aberrante de la PrP¢, que es capaz de infectar una neurona sana y
convertir su PrP¢ enddgena en una forma citotdxica y por este motivo no hay una
respuesta inmunoldgica (Prusiner, 1991, Aguzzi et al., 2008).

Las EETs o enfermedades pridnicas son un conjunto de enfermedades
neurodegenerativas. Estas enfermedades incluyen Kuru, CID, Gerstmann-Straussler-
Scheinker (GSS) e imsomnio familiar fatal en humanos, pero también los animales
presentan enfermedades pridnicas.

2.2. Las prionopatias

Las EETs o prionopatias son enfermedades neurodegenerativas fatales, que hoy en dia
no tienen tratamiento y tienen una prevalencia bastante baja. Quienes las sufren
manifiestan trastornos neuroldgicos progresivos que incluye disfuncién del control
motor, sensorial y presentan déficits cognitivos, puede manifestarse en grupos de
edades distintas. Las EETs afectan el sistema nervioso central y se caracterizan por; la
pérdida progresiva de neuronas, que da lugar a una vacuolizacién neuronal que da una
apariencia espongiforme al tejido, no presentan una respuesta inmune ni inflamatoria
importante, presenta astrogliosis, microgliosis, amiloidosis e inclusiones anormales de
PrPs¢ en neuronas, e incluso en astrocitos y microglia (Figura 10).
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Figura 10. Caracteristicas histopatoldgicas de las EETs. Analisis histologico e inmunohistoquimico de
muestras de animales sanos (fila inferior) y animales infectados (fila superior). Multiples vias
neurodegenerativas estan implicadas en las enfermedades espongiformes, la conversion de la proteina
nativa PrP¢ a su forma PrP*¢ da lugar a la enfermedad. En los cerebros de los individuos infectados se
observan varias anomalias. La acumulacion de depdsitos de PrPsc se detecta gracias al anticuerpo contra
la proteina pridnica, mediante la tincidn de Golgi detectamos una degeneracidon sinaptica y una pérdida
dendritica, el marcaje de hematoxilina-eosina muestra su degeneracién tipica espongiforme, gracias a
los anticuerpos anti GFAP (del inglés, glial fibrillary acidic protein) detectamos los astrocitos reactivos
(astrogliosis) y la muerte neuronal se analiza usando anticuerpo caspasa-3 (en rojo) y DAPI para marcar
nucleos (en azul) (Soto and Satani, 2011).
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Las EETs se pueden agrupar segun el huésped y la etiologia. Estas enfermedades
pueden ser de origen genético, infeccioso o esporadico. A continuacidn se explican las
prionopatias en humanos.

2.2.1. Enfermedades pridnicas en humanos

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

A pesar de que la CID es la enfermedad pridnica mas comun en los humanos,
anualmente, se diagnostica a 1-2 individuos por cada millén de la poblacién mundial.
Su origen puede ser esporadico, iatrogénico, familiar o genético (Gambetti et al., 2003,
Sikorska et al., 2012).

El CID esporadico (sCJD) se caracteriza por un curso de la enfermedad rapido presenta
demencia progresiva, alteraciones visuales y en el cerebelo, mioclonia y mutismo.
Generalmente, la enfermedad empieza entre los 55-75 afios. Desde la aparicidon del
primer sintoma, la supervivencia de la enfermedad es corta ya que dura de 3 a 6
meses, en muchos casos no llega a los 2 afios.

El CID iatrogénico presenta signos similares al sCJD, es debido a la transmisién del
patégeno durante la practica médica, como tratamientos hormonales o cirugia.

Formas genéticas de CJD presentan una mutacion en el gen de la PrP¢, los sintomas son
también similares al sCJD, pero la duracion de la enfermedad es mads larga (Kovacs et
al., 2002).

La variante de CJD (vCID) se caracteriza por alteraciones del comportamiento, pérdida
de memoria, cambios de personalidad y depresién. Posteriormente, el individuo
presenta sintomas neuroldgicos en forma de alteraciones sensoriales, ataxia, mioclonia
y demencia progresiva. Es debido a la ingesta de alimentos contaminados que
provienen de ganado vacuno que padece encefalopatia espongiforme bovina (BSE, del
inglés bovine spongiform encephalopathy). Normalmente, aparece alrededor de los 26
afos y alrededor de 15 meses después del primer sintoma clinico el individuo fallece
(Spencer et al., 2002).

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker

Es una forma de EET, hereditaria autosémica dominante causada por una mutacién en
el gen de la proteina PrP¢, muchos pacientes de GSS presentan la mutacién P102L. Se
caracteriza por un inicio temprano de la enfermedad entre los 30 y 60 afios, y una
progresion entre 6 meses y 13 afios. Afecta a 1 de cada 100 millones de individuos al
afo. Los sintomas clinicos son pérdida de memoria, ataxia cerebelar progresiva,
demencia, disartria y dismetria ocular (Kovacs and Budka, 2009, Matamoros-Angles et
al., 2017).

44



INTRODUCCION

Insomnio familiar fatal

Es una enfermedad hereditaria priénica dominante autosémica causada por la
mutacion D178N en el gen de la proteina PrP¢, y ligada al polimorfismo M129V. El
insomnio familiar fatal se caracteriza por un severo desorden en el suefio,
disautonomia, comportamientos anormales y disfunciones en el sistema motor. Se
caracteriza por una atrofia primaria selectiva del nucleo taldmico que se expande hacia
otras zonas cerebrales debido a la progresién de la enfermedad. Se han reportado
unos 100 casos hasta el dia de hoy. La enfermedad aparece entre los 20 y 72 aios con
una esperanza de vida de entre 8 y 72 meses (Llorens et al., 2017b).

También, se ha descrito una forma esporadica de la enfermedad, que no esta ligada a
mutaciones en el gen de Prnp, y que presenta un fenotipo similar al insomnio familiar
fatal (Montagna et al., 2003).

Kuru

Esta enfermedad se ha identificado geograficamente en Papua Nueva Guinea. Debido
a los rituales de canibalismo que realizan, 6rganos de humanos son ingeridos por
mujeres y ninos. Asi, se produce una infeccidn pridnica entre humanos. Kuru presenta
un progreso infectivo rapido y sus signos clinicos son ataxia cerebelar, temblores y
movimientos lentos e involuntarios.

La incidencia aumentd en los afios 1940 y 1950. En los afos 50, el 1-2% de la poblacion
murié debido a esta enfermedad. En los afios siguientes, el nimero de casos de Kuru
ha disminuido y parece que la enfermedad se ha extinguido, aunque no se puede
asegurar, ya que el periodo de incubacién de la enfermedad puede llegar a los 50 afios
y en el futuro podria salir algun caso aislado (Liberski, 2013).

2.3. Gen PRNP

Estudios genéticos revelan que el gen PRNP se localiza en el cromosoma 20, regién
p12/p13 en los humanos y en el cromosoma 2 en ratén. El gen de PRNP Tiene una
longitud de 20 kb y esta compuesto de 2 exones en humanos o por 3 exones en rata o
ratén. Ademads se han identificado genes pardlogos en gallinas, anfibios, reptiles y
peces pero no se ha descrito en organismos mas primitivos como insectos, cefalépodos
o protozoos (Mehrpour and Codogno, 2010).

Mutaciones en el gen de PRNP estd ligado a las prionopatias. Siete diferentes
mutaciones puntuales estdn asociadas a la enfermedad CJD, 10 mutaciones estan
asociadas a GSS y la mutacién de 178N causa IFF. Se han descrito varios polimorfismos
del gen, siendo el polimorfismo del coddén 129, que puede constar de metionina o
valina, importante en la manifestacidon y duracién de la enfermedad. El andlisis de
tejidos humanos en adultos y fetos ha confirmado que PRNP es ubicuo pero su perfil
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de expresion puede variar, los niveles mas altos de expresidn se observan en el sistema
nervioso central y los testiculos (Makrinou et al., 2002)

Se han descrito genes homadlogos a PRNP.

PRND, que se localiza en el mismo locus de PRNP consta de 3 kb, contiene dos exones
y codifica para una proteina de 179 aminoacidos, llamada Doppel, esta proteina
comparte similitud en estructura y tipologia con PrP. Doppel comparte
aproximadamente el 25% de la secuencia de aminoacidos con el carboxilo terminal
globular de PrP¢y se expresa en varios tejidos durante el desarrollo fetal aunque en los
astrocitomas, un tumor glial, PRND se sobreexpresa, y Doppel se localiza en el
citoplasma de las células tumorales (Sakaguchi, 2007).

El tercer gen que se encuentra en este locus, es PRNT solo se ha identificado en el
humano. PRNT presenta tres splicing alternativos, y se expresa exclusivamente en los
testiculos del adulto. Podria ser que este gen no codificara para ninguna proteina.

La proteina Shadoo que se codifica por el gen SPRN. SPRN se encuentra en el
cromosoma 7 de los ratones y en el cromosoma 10 de los humanos. Su expresidn es
estrictamente cerebral y tiene ciertas similitudes con PRNP (Watts et al., 2007).

2.4. Estructura de la proteina pridnica celular (PrP¢)

La proteina pridnica celular o PrP¢ esuna glicoproteina de 253 aminoacidos en
humano, altamente conservado entre especies, su peso molecular es de 25 a 35kDa en
geles de poliacrilamida. La PrP€ contiene un péptido senal de los aminodcidos 1 al 22 y
consta de tres dominios; el dominio amino terminal, el dominio central y el dominio
carboxilo terminal (Linden et al., 2008, Mehrpour and Codogno, 2010) (Figura 11).

Dominio amino terminal: este dominio es largo y flexible, sin estructura secundaria.
Una vez escindido el péptido sefial, le sigue una regién polibdsica (aminoacidos 23 al
27) importante para el correcto trafico intracelular. Contiene una region repetitiva
compuesta por octapéptidos de la secuencia PHGGGWGQ (aminoacidos del 51 a 90).
Dada esta secuencia de repeticiones de ocho aminodcidos (OR, del inglés octarepeats),
hay varios residuos de histidina que le confieren la capacidad de unirse a cobre, y se
conoce que el cobre induce la endocitosis de PrP¢. Ademas la expansién del dominio
del octarepeat se define como la causa genética de las prionopatias.

Dominio central: este dominio incluye dos partes, el clister con carga (CC), de los
aminodcidos 95 al 111, que presenta carga positiva y la region hidrofébica (HR, del
inglés hydrophobic region), de los aminoacidos 112 al 130, que en alguna formas de
PrP¢ se usa como anclaje transmembrana.
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Dominio carboxilo terminal: esta estructurado y es globular, incluye tres estructuras en
hélices alfa y dos secuencias que forman estructuras en beta. Ademas contiene dos
sitios de glicosilaciéon, con lo que la proteina puede estar no glicosilada, mono vy di
glicosilada, estas tres formas de la proteina se encuentran simultdneamente presentes
en la célula. Esta proteina también presenta un puente disulfuro entre la cisteina 179 y
la cisteina 214, la cual es esencial para el correcto plegamiento de la proteina.
Finalmente, presenta un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI) del aminoacido 231 al 253,
por lo que, esta anclada a membrana.
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Figura 11. Representacion de la estructura de PrP¢. Incluye las modificaciones postraduccionales y
muestra los lugares de a—cleavage y B-cleavage de PrP¢ (Sarnataro et al., 2017).

La PrP¢ es una glicoproteina ubicua, altamente conservada entre los mamiferos, el RNA
mensajero (MRNA) de PrP¢ durante la embriogénesis se expresan en el tubo neural de
los ratones y sus niveles de expresién aumentan en el cerebro mientras el desarrollo
avanza. En el sistema nervioso central del adulto, PrP¢y su mRNA se distribuyen en las
neuronas de la neocorteza y del hipocampo, células de purkinje cereberales, y
motoneuronas. Se localiza en membranas sindpticas y dominios presinapticos,
sobretodo en balsas lipidicas, por lo que a PrP¢ se la involucra en la transmisiéon
sindptica y la excitabilidad neuronal. Aun asi, grandes cantidades de esta proteina se
han encontrado en el corazén, en el musculo esquelético, en tejidos intestinales, el
Utero y los testiculos. También, se expresa en el sistema inmune, en células madre
hematopoyéticas y compartimentos mieloides y linfoides maduros (Sarnataro et al.,
2017).
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El dominio GPI

El dominio GPI maduro se sintetiza en el RE y es transferido a la proteina por una
transamidasa GPI que simultdneamente escinde el péptido sefal del carboxilo terminal
para unir el GPl. Estos dominios tienen diversas funciones descritas y pueden estar
envueltos en distintas vias biolégicas, como la transduccion de sefales, respuesta
immunoldgica y en la patogénesis de las prionopatias (Nosjean et al., 1997, Chesebro
et al., 2005). Pero, son criticos para el mantenimiento de la morfologia celular de la
proteina, dada la estructura compleja del dominio GPI (Figura 12) se sugiere que GPI
podria presentar alguna funcion bioldgica, como un segundo mensajero de los
receptores de la célula.

Recientemente, se ha descrito un rol importante para el dominio GPI, este podria
formar parte de la patogénesis de las enfermedades pridnicas. Animales transgénicos
gue expresan una forma de PrP¢ sin el dominio GPI en las neuronas demuestran que
PrP¢ no se expresa en la membrana celular pero si que se encuentra en el lumen del RE
y al aparato de Golgi, incluso se encuentra secretada en el medio extracelular.
Animales transgénicos inoculados con el prién, PrPs¢, no desarrollan sintomas clinicos
tipicos de una enfermedad pridnica, estdn sanos y son viables pero los cerebros de
estos animales presentan placas amiloides de PrP¢. Por lo tanto, es posible que la falta
del dominio GPI no pare la replicacién de PrP* que termina depositando, pero
probablemente previene la neurotoxicidad. Por otro lado, en células infectadas con
prion, la ausencia del dominio GPI reduce la conversion, aun asi este PrP sin el dominio
GPI puede convertirse a PrP*¢, esto sugiere que el cambio conformacional de PrP¢ a
PrPs¢ necesita la union a la membrana lipidica (Chesebro et al., 2005). No solo eso, sino
que la fusion de PrP¢ con un dominio transmembrana en el carboxilo terminal bloquea
la conversidn a PrPs¢ y este tipo de PrP¢ no se encuentra en las balsas lipidicas (Kaneko
et al., 1997).

Se ha investigado mucho sobre los mecanismos intercelulares usados para la
propagacion de la forma PrP¢ y si su anclaje a membrana podria modular esta
caracteristica (Caughey et al., 2009). Esta propagacién podria ser debido a la divisién
celular, contacto celular, exosomas y nanotubos (Porto-Carreiro et al., 2005, Gousset
and Zurzolo, 2009). Cualquiera de estos procesos podria incluir una transferencia
intercelular de membrana conteniendo PrPs¢. Especificamente, el uso de nanotubulos
se ha observado en el interior de los organulos de la via endolisosomal y que resulta en
la acumulacién celular de PrP*¢ (Zhu et al., 2015b). Otros estudios han publicado que el
dominio GPI de la PrP*¢ da lugar a la formacién de oligdmeros que aumentan la
actividad neurotéxica e infectiva pero limita la formacién de placas amiloides en el
citosol (Caughey et al., 2001, Silveira et al., 2005).
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Figura 12. Representacion esquematica del dominio GPI de PrP¢. Muestra un grupo alquil-acil glicerol,
cuatro grupos fosfato, uno inositol, una glucosamina, una NAc-galactosamina, una galactosa, un grupo
acido sialico, tres grupos manosa y tres grupos etanolamina (Sarnataro et al., 2017).

2.5. Biosintesis de PrP¢

PrP¢ es una proteina que sufre varios cambios postraduccionales en el RE o aparato de
Golgi. En el RE el péptido seiial del amino terminal se escinde y el del carboxilo
terminal se escinde y se une al dominio GPI, posteriormente, se unen dos cadenas de
oligosacdridos y se forma un puente disulfuro entre las cisteinas 179 y 214. En el
aparato de Golgi, las cadenas de oligosacaridos son modificadas y se afiade acido
salico. PrP¢ es hidroxilada en la prolina 44. Finalmente, llega a la membrana celular
donde se ubica en balsas lipidicas.

2.5.1. Procesamiento proteolitico

PrP¢ es una proteina que sufre un proceso endoproteolitico; existen dos procesos de
escision, a-cleavage y B-cleavage. Bajo condiciones fisiolégicas, a-cleavage ocurre en el
dominio hidrofébico, entre los aminoacidos 110/111 (regiéon importante para la
conversion de PrP¢), produce el fragmento carboxilo terminal de 17 kDa, llamado C1.
C1 esta anclado a la membrana plasmatica mientras que el fragmento amino terminal,
de 9 kDa se denomina N1.
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B-cleavage ocurre dentro o al lado de las regiones de octarepeats, entre los
amimoacidos 90/91 dando lugar a los fragmentos llamados C2 y N2.

El fragmento C1 cambia al fragmento C2 bajo condiciones patoldgicas, la
endoproteolisis de la proteina seguramente juega un papel importante en Ia
propagacion de PrP*. Durante la enfermedad, a-cleavage ocurre menos
frecuentemente que B-cleavage (Sarnataro et al., 2017).

Experimentos realizados en cultivos celulares infectados con prién, sugieren que los
niveles de B-cleavage son elevados y eso aumenta los niveles de ROS (del inglés
reactive oxygen species), lo cual correlaciona con el aumento de la conversiéon pridnica
(Watt and Hooper, 2005).

2.5.2. Topologia

PrP¢ es una proteina anclada a la membrana celular, especificamente en balsas
lipidicas, mayoritariamente, se encuentra hacia el espacio extracelular. Otras formas
de PrP¢ también se han descrito, PrPN™ y PrP“™, El dominio GPI que se encuentra en el
carboxilo terminal es el responsable de las dos formas transmembrana que puede
adoptar PrP¢aunque no sean comunes forman parte de la biosintesis de la proteina.
PrPN'™ tiene el amino terminal en el lumen del RE mientras que PrP™ expone el amino
terminal hacia el lado citoplasmatico (Udenfriend and Kodukula, 1995, Sarnataro et al.,
2017).

PrPNt™ y PrP™ comparten la misma region hidrofdbica, llamada TM1 la cual se localiza
en los aminoacidos 111-134, pero ambos tipos se extienden hacia el otro lado de la
membrana, el espacio intracelular. Su generacién se debe a un inusual stop en la
cadena polipeptidica y una regulacién ineficiente de la secuencia seial del amino
terminal que previene la translocacion cotranslacional de la PrP¢. En animales
transgénicos que expresan estas formas de PrP¢ se ha descrito un fenotipo patoldgico.
De hecho, se ha observado que alteraciones en el delicado balance de las distintas
formas de PrP¢ incrementa la expresion de PrP“™ dando lugar a una prionopatia
(Hegde et al., 1998, Hegde et al., 1999).

2.5.3. Endocitosis e internalizacion

PrP¢ se puede rapidamente internalizar de la membrana celular. Esta internalizacion
puede ser crucial para desempefiar sus funciones. El mecanismo de internalizacion de
PrP¢ aln no se conoce del todo ya que tanto la endocitosis dependiente de clatrina
como dependiente de caveola podrian estar operativas, y ambos podrian ser igual de
importantes (Aguzzi et al., 2008).

Para la endocitosis dependiente de clatrina, PrP¢ necesita abandonar las balsas lipidicas
antes de internalizarse, dado que la estructura rigida de las balsas lipidicas impide que
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las proteinas involucradas en la cobertura puedan llegar a la localizacién idénea para
empezar la endocitosis. Cuando PrP¢ se une a los iones de cobre mediante los
octarepeats (Sunyach et al., 2003, Taylor et al.,, 2005b), PrP¢ abandona las balsas
lipidicas y parece que después el receptor lipoproteico de baja densidad (LRP1, del
inglés low-density lipoprotein receptor-related protein 1) modula la endocitosis de
PrP¢ (Taylor and Hooper, 2007), también los proteoglicanos de sulfato de heparina
forman parte del complejo para endocitar la PrP¢ (Sunyach et al., 2003) aunque se
desconoce cdmo actuan en concreto.

2.6. Interaccion con otras proteinas

Se describe que PrP¢ puede ejercer su funcién mediante la interaccién con otras
proteinas de la superficie celular. Proteinas ancladas a membrana por un dominio GPI
necesitan interaccionar con un adaptador transmembrana para influenciar en la
sefializacion intracelular. También, se ha definido la PrP¢ como un receptor, esto podria
explicar parte de las funciones descritas (Aguzzi et al., 2008). Muchas de estas
interacciones tienen un papel en la funcidon de las vesiculas sindpticas. Aunque,
desafortunadamente, la relevancia fisiolégica de muchas uniones se desconoce.

Varias proteinas pueden unirse a PrP¢, receptores (de glutamato o acetilcolina)
(Beraldo et al., 2011, Carulla et al.,, 2011), proteinas de membrana (integrina B1,
proteoglicanos) (Lofgren et al., 2008, Loubet et al., 2012), laminina (Beraldo et al.,
2011), insulina (Zhu et al., 2015a) y también con proteinas G (Adgrg6) expresadas en
células de Schwann (Kuffer et al., 2016). De hecho, existe una larga lista de moléculas
gue interaccionan con PrP¢ (Aguzzi et al., 2008) (Wulf et al., 2017).

No obstante, no solo pueden unirse proteinas sino que también amiloides. Péptidos
disefiados en hoja B (Kuffer et al., 2016) y la propia conformacién Scrapie de PrP¢ se
unen a PrP¢ (Aguzzi et al., 2013). Recientemente, se ha descrito que el dominio flexible
de PrP¢ se une a los B-amiloide que estan presentes en la EA y esta unidn tiene efectos
neurotéxicos (Nygaard and Strittmatter, 2009),

2.7. Funciones fisiologicas

PrP¢ estd implicada en distintas funciones neuronales fisiolégicas como la proliferacion
y diferenciacién celular (Steele et al., 2006), la homeostasis del cobre (Vassallo and
Herms, 2003), la neuroproteccién en Alzheimer e isquemias (McLennan et al., 2004,
Vergara et al., 2015) entre otras. Ademas, es el principal actor en la replicacién del
prion.

Estudios en ratones deficientes de la PrP® no han deslumbrado la verdadera funcién
de esta proteina. Estos animales son viables, fértiles y no muestran defectos
anatémicos o de desarrollo. Aunque en el hipocampo se han reportado anormalidades
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en la estructura y electrofisiologia, también hay pérdida de las células de purkinje en el
cerebelo y cambios tanto en la memoria como en el aprendizaje, y alteraciones en los
ritmos circadianos (Legname, 2017, Sarnataro et al., 2017). A continuacién, se
describen algunas de las funciones mas estudiadas de PrPc.

PrP¢ en la homeostasis del cobre

Distintos estudios explican la funcién de PrP¢ en el metabolismo del cobre, es un metal
esencial que se requiere para catalizar la actividad de varias enzimas. PrP¢ se une a
iones de cobre mediante cuatro histidinas que se encuentran en las repeticiones de los
OR (Brown et al., 1997). Esta unidn es dependiente del pH y en presencia de cobre, el
amino terminal de PrP¢ flexible se convierte en una proteina mas estructurada. Una
vez unido a cobre, PrP¢ se endocita via clatrina. En animales transgénicos que no
expresan PRNP, se describe un 50% menos de la concentracidén de cobre en la sinapsis
(Herms et al., 1999). Esto podria indicar que PrP¢ regula la concentacién de cobre en la
sinapsis, y que juega un papel importante en el reciclaje del cobre en la presinapsis.
Asi, la uniéon de PrP¢ al cobre, afavorece la reducciéon de Cu?* a Cu y previene la
formacién de ROS (Liu et al., 2011). En las células de animales que no expresan PrP¢,
muestran una menor resistencia al estrés oxidativo.

PrP¢ en el sistema immune

El sistema immune presenta un papel importante en las enfermedades prionicas, la
PrP¢ se expresa en las células del sistema hematopoyético, donde puede estar
implicada en la renovacién de las células madre hematopoyéticas (Isaacs et al., 2006).

El rol de PrP¢ en la inmunidad adaptiva e innata es complejo. PrP¢ se expresa en
compartimentos mieloides y limfécitos maduros, como limfocitos Ty B, células natural
killer (NK), plaquetas, monocitos y células dendriticas. Cuando los limfocitos T se
activan, eso resulta en una sobreregulacién de PrP¢ La PrP¢ de los limfécitos T
interactUa con la proteina asociada a la cadena zeta 70 (ZAP-70, del inglés zeta-chain
associated protein-70), una sefial transduccional responsable de la activacidon y
proliferacion de las células T. La expresidon de interleuquina-2 por las células T aumenta
en presencia de PrP¢ Por lo tanto, PrP¢ podria tener importancia en el desarrollo,
activacion y proliferacion de las células T (Hu et al., 2008, Mehrpour and Codogno,
2010).

PrP°¢ en el sistema olfativo

Recientemente, usando animales deficientes en el gen PRNP, se ha reportado la
importancia de PrP¢ en el procesamiento normal de la informacidn que proviene del
sistema olfativo. Estos hallazgos sugieren la necesidad de PrP¢ para la percepcién del
olor. En resumen, se cree que PrP¢ esta involucrado en el desarrollo del sistema
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nervioso central y su diferenciacién, a la vez que el crecimiento neuritico implicado en
el sistema olfativo (Le Pichon et al., 2009, Wilson and Nixon, 2009).

PrP¢ en la sinapsis

La sinapsis se ha descrito como un punto importante en la transmision pridnica.
Muchos estudio de microscopia electrénica muestran que PrP¢ se localiza en los
botones sindpticos, principalmente en la presinapsis (Fournier et al., 1995, Moya et al.,
2000). Aunque otros estudios describen una distribucion mas amplia de PrP¢ (Mironov
et al., 2003). La pérdida de la sinapsis y la deposicién de PrPsc en los terminales
sindpticos son cambios patoldgicos que ocurren en las enfermedades prionicas,
pacientes con encefalopatias espongiformes presentan una reduccién de la
neurotransmisién y de vesiculas sindpticas como los exosomas en el cerebro (Ferrer et
al.,, 1999). Ratones y hamsters infectados con pridn presentan registros
electrofisioldgicos de corteza e hipocampo anormales, esto refuerza la idea del dafo
sindptico en las enfermedades prionicas (Barrow et al., 1999). En estadios tardios de la
enfermedad, las acumulaciones de PrPsc en los sinaptosomas correlacionan con las
alteraciones en el sistema GABAérgico (Bouzamondo-Bernstein et al., 2004).

En ratones deficiendes de la PrP¢ los niveles de la transmisidon glutamatérgica,
receptores GABAA que modulan la inhibicién rapida y la hiperpolarizacién se ven
reducidos o son nulos (Carleton et al., 2001, Mallucci et al., 2002). Algunos de estos
hallazgos se pueden explicar por las alteraciones en las corrientes de calcio y potasio
(Herms et al., 2001).

PrP¢y la antiapoptosis

Neuronas derivadas de animales que no expresan la PrP¢ son mas susceptibles a la
induccidn de la apoptosis, cuando estas se deprivan de suero (Kuwahara et al., 1999).
Aunque, muchas estudios indican que PrP¢ tiene una funcion citoprotectora.

PrP¢ inhibe la conformacién proapoptética de Bax y del citocromo ¢ producidos por la
mitocondria (Roucou et al., 2005). En la busqueda de proteinas que protegen las
células cancerosas de la apoptosis, se ha usado una linea celular, MCF-7 de cancer de
pecho, resistente a la apoptosis inducida por TNF-a, en este contexto PrP¢ esta
extremadamente sobreexpresada. La sobreexpresién de PrP¢ en MCF-7 convierte las
células sensibles a la apoptosis por TNF-a en células resistentes (Diarra-Mehrpour et
al., 2004).

Los niveles de PrP¢ aumentan después de una infarto cerebral (Shyu et al., 2005).Por
otro lado, en modelos murinos isquémicos que no expresan PrP® mantienen niveles
mas altos de infarto cerebral que los animales que expresan PrP¢ (MclLennan et al.,
2004). Ademads, la sobreexpresion de adenovirus que expresan PrP¢ reducen las
infartos cerebrales en cerebros de rata y hay mejoras neurolégicas después de un
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infarto isquémico (Shyu et al., 2005). Algunos grupos han publicado que ratones
deficientes en PrP® aumentan la activacion de la caspasa-3 después de una isquemia.
También, un aumento en la fosforilaciéon de Erk-1/-2, STAT-1, and INK- 1/-2 se ha
identificado, sugiriendo que PrP¢ esta involucrado en la sefializacién celular (Spudich et
al., 2005), ademas, una reduccion en la fosforilacién de Akt en la materia gris sugiere
que en ausencia de PrP°¢ |a via antiapoptdtica de fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt no esta
absolutamente activa (Weise et al., 2006).

PrP¢ en el comportamiento

Dado que PrP¢ se expresa en el hipocampo, la habilidad del aprendizaje se ha
estudiado en animales que no expresan dicha proteina. Ratones colocados en una
piscina deben aprender a encontrar una plataforma sumergida que reside siempre en
la misma posicidn, para guiarse tienen objetos en el exterior de la piscina. Esta
navegacion requiere una gran abilidad cognitiva, en los casos donde el hipocampo esta
dafado se demuestra una gran dificultad. Los resultados demuestran que no hay
diferencias significativas en el aprendizaje entre animales que expresan o no PrP¢
(Bueler et al., 1992).

Por otro lado, durante el reconocimiento de un objeto nuevo los animales transgénicos
gue no expresan PrP¢, aumentan su actividad motora y muestran niveles mas bajos de
ansiedad.

2.8. Isoformas del gen PRNP

2.8.1. La hipoétesis del prion

La hipédtesis del prion mantiene que las EETs son enfermedades infecciosas causadas
por la conversion de una proteina que el huésped codifica, sensible a proteasas,
conocida como la PrP¢, a una proteina aberrante, la PrP%, que es resistente a
proteasas. La hipdtesis también establece que el agente infeccioso es una proteina, ya
que no contiene acidos nucleicos. Ya sea por sus mutaciones o por un proceso
infectivo exdgeno, PrP¢ cambia su conformacidon a PrPs¢. PrP* que es insoluble se
deposita en el citoplasma y es capaz de generar mas formas aberrantes de PrP¢,
generando asi un pérdida de la propia proteina enddgena y aumenta la cantidad de
PrPs¢, que termina fibrilando y forma agregados, esta agregacién es el evento
patogénico que da lugar a la neurodegeneracién (Aguzzi and Sigurdson, 2004).
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Figura 13. Las dos conformaciones del gen PRNP. A) Estructura de la PrP¢, la mayoria de su estructura es
en hélice a; 42% hélice a/ 3% laminas B. B) Estructura de PrP*¢ contiene ldminas B; 30% hélices a/ 43%
[dminas B.

Claramente, estas dos isoformas de la proteina presentan una estructura diferente.
PrP¢ presenta mayoritariamente estructura en hélice a y dos laminas B, mientras que la
PrPs¢ presenta un gran contenido de laminas B en lugar de hélices a (Huang et al.,
1994, Huang et al., 1995) (Figura 13). Esta conformacién le confiere a PrP*¢ resistencia
a altas temperaturas, a la radiacidn ionizante y a la luz ultravioleta (Alper, 1972).
Ademads, PrPs¢ es resistente a enzimas proteoliticas como la proteinasa k e
insolubilidad. Ambas tienen localizaciones distintas en la célula. Pero su peso
molecular es similar y las dos mantienen sus dos sitios de glicosilacion.

Dado que PrP¢ es una proteina de membrana y los depdsitos de PrPs¢ se hallan en el
citoplasma, el dominio GPI se ha investigado cautelosamente para entender qué papel
tiene en la conversion de PrP¢ a PrP*. Ademas, el dominio carboxilo terminal es la
region resistente a la proteinasa k, y que tiene tendencia a formar agregados para
formar los depdsitos de PrPs¢ (Aguzzi and Calella, 2009). Aun asi, animales transgénicos
que expresan una PrP¢ sin su dominio GPI (anchorless) fueron infectados, desarrollaron
una prionopatia, pero no mostraban sintomas clinicos (Chesebro et al., 2005).

Ademads, experimentalmente se distinguen dos tipos de proteina PrP¢, después de ser
tratadas con proteinasa k, segin como se separan en un gel de poliacrilamida se
pueden distinguir los tipos 1 y 2 (Gambetti et al., 2003, Cali et al., 2006). El tipo 1
afecta la corteza mientras que el tipo 2 es mas abundante en el cerebelo. No obstante,
ambos tipos se localizan en la corteza parietal.
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2.8.2. Modelos de conversion de PrPc a PrPs¢

A pesar de la intensiva investigacion durante afios, la hipdtesis del pridn aln no se
conoce si es del todo correcta. Si el prion consiste enteramente de la forma PrPs¢ o si
se ayuda de otras proteinas. La forma PrP¢ se podria convertir a la PrP* mediante dos
posibles modelos; el modelo de plegamiento o el modelo de nucleacién-polimerizaciéon
(Aguzzi and Sigurdson, 2004) (Figura 14).

a ‘Refolding’ model
FrpC

)

Conversion

VAN
SF el oo

PrpSc Heterodimer Homodimer Armyloid (not essential
for replication)

b ‘Seeding' model

%ﬁ L A

e x@&~$\~%$

AN

Prese Seed Recruitment Infectious Armyloid Fragmentation
formation  of monomenc seed into several
jvery slow)  PrieSe (fast) infectious seeds

Figura 14. La hipoétesis del prion. A) Modelo de plegamiento (en inglés, refolding). B) Modelo de
nucleacién-polimerizacion (en inglés, seeding) (Aguzzi and Sigurdson, 2004).

Modelo de plegamiento: este modelo postula que el mondmero PrP*¢ es mas estable

gue PrPc. Tiene que existir una interaccién directa entre la PrP* y la PrP¢, para formar
un heterodimero con las dos conformaciones. PrP¢ es inducida a transformarse a si
misma en mas PrP*¢, ya que PrP*¢ actia como molde. La presencia de una gran barrera
de energia puede prevenir la conversidn espontdnea de PrP¢ a PrP*¢. No obstante, hay
estudios in vitro que demuestran que una proteina rica en hélices a puede convertirse
espontaneamente a una proteina rica en ldminas B (Weissmann and Aguzzi, 1999,
Satheeshkumar et al., 2004).

Modelo de nucleacion-polimerizacién: este modelo propone que PrP¢y PrPs¢ estan en

un equilibrio terminodinamico reversible, que en condiciones normales favorece a
PrP<. Por lo tanto, solo si muchas moléculas monoméricas de PrPs¢ se agregan, podran
agregar mas PrPs¢, asi PrP® cada vez mas rapido adopta la forma de PrP*. La
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fragmentacion de los agregados de PrPs¢ aumenta el numero de nucleos infecciosos,
que podran agregar mas PrPs¢ para replicar el agente infeccioso (Aguzzi and Sigurdson,
2004).

Los dos modelos coinciden en la necesidad de la presencia de PrP¢ para que exista una
infeccidn por priones. De hecho, en los animales deficientes de PRNP se demostrd que
después de ser infectados con pridn no desarrollaban una prionopatia, por lo tanto, se
necesita la expresion de PrP¢ enddgena para la existencia de una enfermedad pridnica
(Weissmann et al., 1994).

2.9. Modelos murinos de PrP¢

A continuacion se describen los modelos murinos de PrP¢ (Weissmann and Flechsig,
2003, Steele et al., 2007).

Modelos Prnp-knockout

Las primeras lineas de animales transgénicos en los que se habia delecionado el gen
PRNP se generaron entre 1990-1995. Los primeros animales KO para PrP¢ fueron
llamados Zurich | (ZH1) (Bueler et al., 1992). Posteriormente, se desarrollé la linea
animal Edinburgh (Manson et al., 1994), también KO para PrP®. Ambos modelos
animales no desarrollaban la enfermedad pridnica tras la inoculacién de prién (Bueler
et al., 1993, Weissmann et al., 1994, Aguzzi et al., 2008). Aunque a primera vista no se
observd ninguna diferencia en el fenotipo de los animales KO, mas tarde se
describieron alteraciones en la sinapsis (Collinge et al.,, 1994), una mayor
susceptibilidad al estrés oxidativo (Brown et al., 2002), y excitotoxicidad por glutamato
(Rangel et al., 2007) y una desmielinizacién en el sistema nervioso periférico (Bremer
et al.,, 2010). Ademas, al ratén Edinburgh se le asociaron alteraciones en los ritmos
circadianos (Tobler et al., 1996) y déficits cognitivos (Criado et al., 2005) (Linden et al.,
2008).

Afios mas tarde, se generaron lineas nuevas de animales transgénicos deficientes en
PrPc. Las lineas animales Nagasaki, RcmQ 'y Zurich Il no resultaron ser buenos modelos
animales ya que padecian ataxia cerebelar y pérdida de células de purkinje (Sakaguchi
et al.,, 1996, Flechsig et al., 2003). En realidad, este fenotipo se debia a la
sobreexpresion de Prnd (Shmerling et al., 1998).

El problema de los “flanking genes” vy Zurich Il

Los animales Edinburgh son la Unica linea animal que se generd en un fondo genético
puro. No obstante, los animales Edinburgh presentaban muy poca descendencia con lo
que resultaba dificil trabajar con esta linea animal (Gerlai, 1996). Aparte de los
animales Edinburgh, todas las lineas animales Prnp®° disponibles se generaron en
células madre embrionarias derivadas de la cepa 129/Sv y luego se mantuvieron en
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animales C57BL/6J. Los animales de fondo genético mixto se denominaron B6.129
Prnp®°. Consecuentemente, material gendmico proveniente de la linea 129/Sv
flanquea el locus de Prnp que se localiza en el cromosoma 2. Los genes derivados de la
cepa 129/Sv que rodeaban el locus de Prnp se denominaron “flanking genes”. Para
reducir el loci proveniente de la linea 129/Sv en los animales de fondo genético mixto,
se retrocruzaron los animales B6.129 Prnp®° con la linea C57BL/6J (Rangel et al., 2009,
Carulla et al., 2015). A pesar de retrocruzar varias generaciones, el locus de Prnp
persistia flanqueado por un 1% de genes derivados de la linea 129/Sv. Por lo tanto, era
complicado concluir si el fenotipo se debia al fondo genético mixto o a la delecién del
gen. Asi pues, los “flanking genes” podian enmascarar el verdadero resultado cuando
se comparaban animales Prnp®° con Prnp** (Nuvolone et al., 2013).

Recientemente, se ha generado la cepa Zurich Ill (ZH3). Esta cepa no muestra pérdida
de células de purkinje ni una neurodegeneracién asociada. Aunque, al igual que las
otras cepas PrP¢ KO, los animales ZH3 presentan una neuropatia desmielinizante en el
sistema nervioso periférico. Afortunadamente, los animales ZH3 estdn desprovistos de
los problemas que generan los “flanking genes” ya que se generaron mediante la
técnica TALEN (del inglés, transcription activator-like effector nuclease) utilizando
animales C57BL/6J (Nuvolone et al., 2016).

En la Tabla 1 se recoge un resumen del mecanismo de generacion y del fondo genético
de las lineas animales que sirven como modelo de PrP¢ KO.

Cepa Mecanismo de generacion Fondo genético

Wild Type Ubicacion del gen PRNP en el exdn 3.
(WT) Alrededor del gen PRNP hay zonas no Control
codificantes (UTR).

Zurich | Reemplazamiento de los residuos que se
(ZH1) encuentran en posicion 4-187 mediante  C57BL/6J x 129/Sv
un casete Neo.

Edinburgh Interrupcion del ORF (del inglés (Open
(Edbg) Reading Frame) en la posicion 93 e 1290la
introduccidén de un casete Neo.

Nagasaki Reemplazamiento de parte del intrén 2, el
(Ngsk) ORF completo y parte del 3" UTR por un  C57BL/6J x 129/Sv
casete Neo.
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Reemplazamiento de parte del intrén 2, el
RcmO ORF completo y parte del 3" UTR por un  C57BL/6J x 129/Sv
casete HPRT.

Zurich Il Reemplazamiento desde 0.27 kb del
(ZH2) intron 2 hasta 0.6 kb de la regidon C57BL/6Jx 129/Sv
adyacente al exdn 3 con un lugar loxP.

Delecidon de 8bp en el exdn 3 mediante
Zurich 1l TALEN. C57BL/6)
(ZH3)

Tabla 1. Estrategias de generacion de ratones Prnp-knockout. Se muestran las lineas de animales
transgénicos KO para PrP¢ existentes. Se explica el mecanismo para la generacién de cada linea animal y
el fondo genético. Neo: neomicina fosfotransferasa; HPRT: hipoxantina fosforribosil transferasa. loxP:
secuencia derivada del bacteriofago P1. Adaptado de (Weissmann and Flechsig, 2003).

Modelos de sobreexpresion de PrP¢

En el caso de la PrP¢, la sobreexpresién de la PrP¢ WT en un modelo animal KO da lugar
a la presencia de acimulos de PrP¢ no funcional. La cepa Tga20 sobreexpresa la PrP°¢
WT murina sobre un animal KO. Los animales Tga20 presentan una excitabilidad
neuronal incrementada (Rangel et al., 2009) y desarrollan ataxia y degeneracién del
sistema nervioso central y periférico a edades avanzadas (Westaway et al., 1994). Por
lo tanto la sobreexpresién de PrP¢ puede ser patogénica (Ma et al., 2002).

También, se generaron animales que sobreexpresan la PrP¢ humana. La cepa
denominada Tg340, sobreexpresa la PrP WT humana en un animal KO. Estos animales
expresan en el codén 129 de PrP¢ una Metionina (Padilla et al., 2011).

Modelos de expresion de formas truncadas de PrP¢

A parte de los animales KO y sobreexpresantes de PrP¢, también se generaron animales
con regiones de PrP¢ delecionada. Los animales que expresan formas truncadas de PrP°¢
presentan fenotipos distintos segun la region delecionada. Estos animales transgénicos
nos dan informacién sobre la funcion de cada region de PrP¢ (Shmerling et al., 1998, Li
et al., 2007a).

Regidn amino terminal

Los OR de la PrP¢ parecen ser los principales mediadores de la neuroproteccion de PrP¢
en experimentos realizados in vitro ya que se ha observado que la sobreexpresion de
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formas truncadas carentes de los OR o la inserciéon de repeticiones promueve la
muerte celular y altera la susceptibilidad al estrés oxidativo (Sakudo et al., 2003, Yin et
al., 2006). Contrariamente, modelos animales que carecen de los OR de PrP¢ no
presentan un fenotipo neurodegenerativo, por lo tanto esta regién no es critica para la
funcién neuroprotectora de PrP¢ (Shmerling et al., 1998, Li et al., 2007b). M3s tarde, se
ha relacionado esta funcidon neuroprotectora a la regidén polibdsica adyacente que
corresponde a los residuos 23-31 (Turnbaugh et al., 2011).

Dominio central

En animales transgénicos se ha observado que la eliminaciéon del CD da lugar a un
fenotipo neurodegenerativo progresivo y letal (Baumann et al., 2007). Ademas, se ha
observado que los péptidos sintéticos que mimetizan el dominio central de PrP°¢
resultan ser neurotéxicos in vitro (Gavin et al., 2005). El mutante en la regién PrP A105-
125 presenta una toxicidad muy elevada, como se ha publicado parece que la falta de
esta regién produce un aumento de la afinidad de PrP¢ por su hipotético receptor
responsable de la cascada de sefalizacién neurotdxica (Li et al., 2007a).

Mutaciones en la regién hidrofébica central de PrP¢ da lugar a alteraciones en el
procesamiento proteolitico de la proteina y de estructura, consecuentemente, se
modifica su paso por el reticulo endoplasmatico y su orientacién en la membrana
lipidica. Esta forma transmembrana se ha relacionado con procesos
neurodegenerativos (Hegde et al., 1998).

Regidn carboxilo terminal

El extremo carboxilo terminal de PrP¢ consta del dominio GPI, el cual es necesario para
el anclaje de la proteina a la membrana e importante para mantener la estructura de
PrP¢. Los animales que expresan la PrP¢ sin dominio GPIl se denominan anchorless. Los
animales anchorless expresan bajos niveles de PrP¢ intracelular soluble y no se ha
descrito un fenotipo patolégico (Chesebro et al., 2005).
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3. Reelina

3.1. Descripcion general

Reelina es una glicoproteina secretable altamente conservada. Reelina esta
involucrada en el neurodesarrollo y en la plasticidad sinaptica y aprendizaje del adulto.
En el neurodesarrollo, Reelina se secreta por las células Cajal-Retzius (CR) que se
localizan en la zona marginal (MZ, del inglés marginal zone) de la neocorteza. Reelina
es esencial para la organizacidn citoarquitecténica de la corteza e hipocampo (Del Rio
et al,, 1997, D'Arcangelo et al., 1999). También, se encarga de la correcta migracion y
localizacion de las células Purkinje, lo cual es necesario para la expansion de las células
granulares durante el desarrollo del cerebelo (Mariani et al., 1977, Rakic and Caviness,
1995).

En los ratones adultos, un numero reducido de células mantiene la expresion de
Reelina ya que durante los primeros dias de vida mas del 95% de CR mueren por
apoptosis. Reelina se sintetiza principalmente por interneuronas GABAérgicas de la
neocorteza e hipocampo, por células mitrales glutamatérgicas del bulbo olfativo,
células granulares del cerebelo y también se produce en células piramidales de la capa
Il de la corteza entorrinal y piriforme (Alcantara et al., 1998). En adulto, la expresién de
Reelina es importante para regular la sinaptogénesis, la plasticidad neuronal,
aprendizaje y memoria (Weeber et al.,, 2002, Lee and D'Arcangelo, 2016, Yu et al.,
2016).

El gen de Reelina, Reln, en ratones y humanos esta altamente conservado. En ratones,
Reln se localiza en el cromosoma 5 mientras que en humanos se encuentra mapeado
en el cromosoma 7g22. El gen contiene 65 exones que codifica un mRNA de 12 kb el
cual se traduce a 3461 aminoacidos. La proteina de 450 kDa tiene una regién central
gue consiste en ocho repeticiones, cada repeticién estd formada por 350-390
aminodcidos que presentan un motivo EGF {D'Arcangelo, 1995 #958}. El amino
terminal estd glicosilado y el carboxilo terminal es necesario para el correcto
plegamiento de la proteina, una delecidn en esta regidn resulta en una proteina sin
estructura que impide la secrecién de la proteina al medio extracelular. También, se ha
sugerido que esta regidén es importante para la actividad intracelular (Del Rio et al.,
1997, Knuesel, 2010). Reelina tiene dos lugares proteoliticos y produce un total de
cinco fragmentos distintos. La funcion fisioldgica de cada fragmento de Reelina se
desconoce (Figura 15). Las metaloproteinasas dependientes de zinc de la familia
astacina/adamalisina cortan en el lugar cercano al amino terminal, pero la identidad de
las proteasas que cortan en el carboxilo terminal se desconocen (Knuesel, 2010).
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Figura 15. Estructura proteica de Reelina. El gen de Reelina codifica una proteina con un peso molecular
de 450 kDa. Reelina se procesa proteoliticamente por varias proteinasas en dos sitios para dar cinco
fragmentos distintos (Knuesel, 2010).

3.2. Reelina en el desarrollo

Durante el desarrollo cerebral, los movimientos migratorios neuronales desde el lugar
de nacimiento hasta su localizacién final son esenciales para la formacién y correcto
funcionamiento del circuito neuronal (Ohshima, 2014). La corteza cerebral esta
estructurada en seis capas horizontales (L1-L6) y cada capa contiene un tipo de
poblacién neuronal Unica.

En mamiferos, el desarrollo cortical empieza con la formacién de la preplaca (PP), que
en ratones corresponde al estadio embrionario 10.5 (E10.5). La PP estd poblado por
neuronas postmitoticas. Seguidamente, se forma la placa cortical (PC) a E11.5 que
divide la PP en la subplaca y la MZ. La MZ dara lugar a la capa L1 mientras la PC
desarrollara las capas de L2 a L6 y la SP se mantendra debajo de la L6 en la corteza
postnatal (Molliver et al., 1973, Rakic, 1976, Herrmann et al., 1994). Las células CR,
originadas en la PP, son las primeras en migrar a la MZ. Las CR son de las primeras en
madurar en la neocorteza y son las principales en secretar la proteina Reelina, la cual
es importante para la laminacién cortical normal ya que controla la organizacion de la
PC (Bar et al., 2000, Yu et al., 2016).

Reelina se une a los receptores de membrana; VLDLR (del inglés very low density
lipoprotein receptor) y a ApoER2 (del inglés apolipoprotein receptor 2). Esta unién
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induce la fosforilacion del adaptador proteico intracelular, Disabled 1 (Dab1l) mediante
la quinasa tirosina de la familia Src (SFKs) (Trommsdorff et al., 1998, Arnaud et al.,
2003, Bock and Herz, 2003, Jossin et al., 2003, Kuo et al., 2005). Dab1 forsforilado
activa los complejos Crk/CrkL-C3G, que estimulan Rapl (del inglés Ras-proximate-1).
Rapl es importante para el control de la migracidon neuronal ya que estabiliza F-actina.
Ademads, la unidon de Reelina a sus receptores activa la via fosfotidilinositol-3-
quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT) que controla Tau, una proteina dedicada a la
estabilizacién de microtubulos. Por lo tanto, dafios en la cascada de sefializacién que
genera Reelina da lugar a una morfologia anormal del hipocampo, cerebelo y
neocorteza. Los animales que no expresan la proteina Reelina, llamados reeler,
muestran una laminacién invertida de la corteza cerebral (Figura 16), un pequefio
cerebelo no laminado (Knuesel, 2010) y una laminacién errdnea del hipocampo que
genera dafios en la plasticidad sindptica y graves problemas en el aprendizaje
(Goffinet, 1984).
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Figura 16. Capas de la neocorteza. Esquema de la migraciéon neuronal neocortical y los defectos del
posicionamiento en animales deficientes de Reelina. A) Migracidn y localizacién laminar de la corteza
desde el estadio embrionario 11.5 al 16.5. B) Animales reeler, muestran una corteza invertida (Kwan et
al., 2012).

3.3. Reelina en adulto

Reelina también es importante en el cerebro del adulto a pesar de su baja expresién
comparada durante el neurodesarrollo. Reelina esta involucrada en varias respuestas
neuronales y lleva a cabo varias funciones segun la via de activacion.

En el adulto, Reelina sigue controlando el citosqueleto de actina y la dindmica de los
microtubulos. Una vez Reelina se une a sus receptores, se fosforila Dab1 que activa
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principalmente la via PI3K/Akt, que termina inhibiendo la glucégeno sintasa quinasa 3
(GSK3), la cual es una de las principales quinasas que fosforila la proteina Tau
estabilizante de microtubulos (D'Arcangelo et al., 1999, Bock et al., 2003). En estudios
recientes de Reelina se indica que es necesaria para el desarrollo de la estructura
dendritica (Niu et al., 2004).

La unién de Reelina a VLDLR y ApoER2 en los terminales postsindpticos aumenta la
neurotransmision glutamatérgica ya que Reelina modula la actividad del receptor
NMDA (del inglés N-methyl-D-aspartic acid) (Chen et al., 2005, Sinagra et al., 2005).
Ademas, la sefializacion de Reelina a través de la via dependiente de PI3K aumenta la
transmisidén sinaptica de glutamato ya que aumenta la expresién de los receptores
AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico), este proceso es
independiente a la actividad de Src (Qiu et al., 2006). Por lo tanto, Reelina adquiere
funciones como modulador de plasticidad, lo cual estd relacionado con la sinapsis,
memoria y aprendizaje.

El receptor NMDA modulado por Reelina, contribuye a la activacion de la via
MEK/Erk1/2 (del inglés extracelular signal-regulated kinases 1/2) dando lugar a la
expresion de genes involucrados en el aprendizaje y plasticidad sindptica (Doehner and
Knuesel, 2010). Sorprendentemente, aunque Reelina induce la fosforilaciéon de Erk1/2
no requiere la actividad de ApoER2 y VLDLR y solo es parcialmente dependiente de
Dabl. La activacion de Erkl/2 y el aumento de calcio aumenta la fosforilacion y
translocacién al nucleo del factor de transcripcion CREB (del inglés cAMP-response
element binding protein), que da lugar a la expresiéon de genes implicados en la
sinapsis (Telese et al., 2015).

Experimentos realizados en cultivos neuronales han demostrado que Reelina aumenta
el LTP (del inglés long-term potentiation) del hipocampo, LTP estd definido como un
mecanismo molecular implicado en el aprendizaje y memoria. Para el aumento de LTP
mediado por Reelina, Reelina requiere la expresién de ambos receptores, VLDLR y
ApoER2. Un splicing alternativo de ApoER2 es necesario para inducir un aumento de
LTP dependiente de Reelina y formacion de memoria in vivo. Molecularmente, Reelina
se une a esta variante de ApoER2 que activa las quinasas de la familia Src que
fosforilan la subunidad NR2A y NR2B del receptor NMDA a través de PSD95 (del inglés
postsynaptic density protein 95) y este complejo genera un flujo de calcio en el
terminal postsinaptico (Beffert et al., 2005, Chen et al., 2005). Estudios genéticos a
posteriori, demostraron que Dabl también es necesario para el aumento de LTP en
hipocampo (Trotter et al., 2013, Lee and D'Arcangelo, 2016)(Figura 17).

Ademas de todos los datos reportados sobre los efectos postsindpticos de Reelina,
Reelina también tiene efectos presindpticos. Reelina mediante los receptores ApoER2
y VLDLR, PI3K y el flujo de calcio causa un aumento rapido de la neurotransmisién
espontanea, este efecto se debe a la movilizacion de vesiculas sindpticas que
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contienen VAMP7 (del inglés vesicle-associated membrane protein 7) (Hellwig et al.,
2011, Bal et al., 2013).

La sefializacion termina cuando Dab1 ubiquitinizado es degradado por el proteosomay
Reelina se dirige al lisosoma, mientras que los receptores pueden ser reciclados a
membrana (VLDLR) o también ir al lisosoma (ApoER2) (Bock et al., 2004, Morimura et
al., 2005, Duit et al., 2010).
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Figura 17. Cascada de senalizacion generada por Reelina. Reelina se une a VLDLR y ApoER2 en la edad
adulta, participa en plasticidad sindptica, memoria y aprendizaje (Qiu et al., 2006).

En animales reeler, se expresa menos receptores de NMDA en el hipocampo, asi se
ratifica el hecho que Reelina es importante para el trafico y generacion de receptores
glutamatérgicos. También, se estudié el comportamiento de ratones deficientes en
uno de los receptores, VLDLR o ApoER2, estos animales muestran problemas en la
memoria pero aparentemente presentan unas funciones motoras y coordinacién
normal a diferencia de los animales postnatales reeler o deficientes en Dabl que
presentan severos ataques ataxicos dado el fallo en el desarrollo cerebelar (Weeber et
al., 2002).

3.4. Reelina en neurodegeneracion

Como hemos explicado Reelina juega un papel importante en el cerebro adulto,
promoviendo la maduracién de las dendritas, la sinaptogénesis, la transmisién
sinaptica y la plasticidad. Asi, se ha estudiado el papel de Reelina en distintas
enfermedades. Por un lado, los animales reeler presentan un compartamiento similar a
los casos de esquizofrenia (Costa et al., 2002). Por otro, gracias a estudios genéticos se
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han identificado mutaciones en Reln involucradas en la epilepsia (Dazzo et al., 2015) y
que pueden ser un factor de riesgo para el autismo (De Rubeis et al., 2014).

La implicacion de Reelina también se ha estudiado en las enfermedades
neurodegenerativas. De hecho, Reelina se ha propuesto como posible biomarcador de
la EA.

Reelina en la Enfermedad de Alzheimer

En la EA se ha estudiado la expresiéon de Reelina, la activacidon de la sefializacion y la
interaccion con sus receptores. VLDLR y ApoER2 son miembros de la familia de
receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés low-density lipoprotein),
un grupo de receptores de lipoproteinas que se expresan en la superficie de las
neuronas donde se unen a la apolipoproteina E (ApoE) y al colesterol secretados por
células gliales. No obstante, VLDLR y ApoER2 también se han identificado como
receptores de Reelina (D'Arcangelo et al., 1995, Hiesberger et al., 1999, Trommsdorff
et al., 1999). Dado que estos receptores son compartidos, se cree que Reelina tiene un
papel importante en la EA. Ademads, en la EA algunos polimorfismos del gen que
codifica ApoE se consideran un riesgo para padecer dicha enfermedad y la unién de
Reelina a sus receptores esta inhibida por ApoE€3 y ApoEe4 (D'Arcangelo et al., 1999).

La observaciéon de animales reeler y deficientes en ApoER2 y VLDLR muestran
acumulos de Tau hiperfosforilada (Hiesberger et al., 1999). Tau, una proteina asociada
a microtubulos, se encuentra hiperfosforilada y forma acimulos intraneuronales que
dan lugar a la neurodegeneracion, una marca tipica de la EA. Las vias de sefializacién
mediadas por Reelina e involucradas en la regulacion de la fosforilacion de Tau
incluyen la actividad de GSK3 y de la quinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5, del
inglés cyclin-dependent kinase 5). Por lo tanto, en condiciones fisioldgicas Reelina
inhibe la fosforilacién de Tau mediante la via de GSK3B (Beffert et al., 2002, Beffert et
al., 2004).

In vitro, la presencia de Reelina en el medio de los cultivos celulares aumenta la
protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP, del inglés amyloid precursor
protein) y reduce la generacidon de los oligdmeros de B-amiloide. Ademas, hay una
interaccion directa entre el dominio central de Reelina y el dominio extracelular E1 de
APP, parece que esta unidn es necesaria para el correcto crecimiento neuritico in vivo
e in vitro (Hoe et al., 2009). También, se ha demostrado que Dabl se puede unir al
motivo citoplasmatico NPxY de APP, esta unién parece afectar el trafico y
procesamiento de ApoER2 y APP. En células COS7, donde se sobreexpresa Dab1l resulta
un aumenta de APP y ApoER2 en la superficie celular, y una reduccién de la B-
secretasa de APP (Hoe et al., 2006). Contrariamente, otros grupos reportan que bajo
estas condiciones, la B-secretasa aumenta en células HEK y genera agregaciones, eso
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se debe a que la B-secretasa procesa la proteina APP para su forma amiloidogénica
(Parisiadou and Efthimiopoulos, 2007).

En pacientes que padecen la EA, hay cambios en los niveles de Reelina que dan lugar a
la fosforilacion anormal de Tau. Por otro lado, en casos tempranos de Alzheimer, hay
una reduccién drastica en el nimero de células CR y células piramidales de la capa Il de
la corteza entorrinal (Baloyannis, 2005, Chin et al., 2007). En LCR de la EA se ha
identificado un aumento del fragmento 180 de Reelina, ademas, existen cambios en el
patrén de glicosilacion de Reelina (Saez-Valero et al., 2003, Botella-Lopez et al., 2006).
Por otro lado, los niveles de mRNA de la secuencia completa de Reelina aumentan en
la corteza frontal de la EA, eso podria deberse a cambios transcripcionales
compensatorios, pero no se observa un aumento de la proteina entera o de 310 kDa
en la EA, por lo que, en la EA hay alteraciones en el procesamiento proteolitico de la
proteina Reelina (Hibi and Hattori, 2009). En el microscopio confocal, se ha encontrado
gue Reelina esta asociada pero no colocaliza con las especies fibrilares de B-amiloide.
Por otro lado, los depdsitos de los oligdmeros de B-amiloide muestran un alto grado de
colocalizacién con Reelina (Doehner et al., 2010). Ademas, animales transgénicos que
se usan como modelos de la EA, Reelina se localiza en las placas amiloides.

Reelina en otras enfermedades neurodegenerativas

Paralelamente, la expresion de Reelina se ha estudiado en la demencia frontotemporal
(FTD, del inglés frontotemporal dementia). Se ha sugerido que la sefalizacién de
Reelina estd involucrada en esta patologia. En algunos casos de FTD, se ha identificado
cambios en Tau. Dado que Tau forma parte de la cascada de sefalizacidon de Reelina,
en Saez-Valero et al., han publicado la deteccién de Reelina en LCR de FTD (Saez-
Valero et al., 2003). Aunque no hay diferencias significativas entre los niveles de LCR
de FTD y EA, la banda de 180 kDa de Reelina tiende a ser mayor en FTD que en
pacientes de Alzheimer. Por otro lado, el deterioro de la cognicidén es peor en los casos
analizados de FTD que de la EA. Aunque, poco se ha descrito del papel y cambios de
expresion de Reelina en la EP. Se ha reportado una sobreexpresiéon del fragmento 180
de Reelina en el LCR de enfermos de Parkinson (Botella-Lopez et al., 2006).

Finalmente, las EETs y la EA comparten caracteristicas neuropatolégicas y moleculares.
En las EETs, la PrP¢ se convierte en una forma anémala resistente a proteinasa k, la
PrPs¢ (Prusiner, 1991). En la EA, la proteina APP debido a un proceso proteolitico da
lugar a una superproduccion del péptido B-amiloide (Mattson, 2004). La acumulacién
de PrPsc y B-amiloide en el SNC resulta en la neurodegeneracién. Ademas,
recientemente se ha descrito la participacién de PrP¢ en la EA y la implicacion de Dab1l
en el procesamiento de APP. No obstante, los cambios de expresion de Reelina en las
prionopatias no han sido estudiados.
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La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
comun. La EP se caracteriza por la pérdida neuronal masiva en la sustancia nigra y por
la presencia de agregados. Fue James Parkinson quién describiod la Pardlisis Agitans en
1817, que mas tarde, se la denomind la enfermedad de Parkinson (EP). En 1912,
Friedrich H. Lewy identificd agregados neuronales en distintas zonas del cerebro de
pacientes de Parkinson. Estos agregados se denominan cuerpos de Lewy (LB, del inglés
Lewy body) o neurita de Lewy (LN, del inglés Lewy neurite). El principal componente de
estos agregados es la a-sinucleina.

Por otro lado, en 1982, Stanley B. Prusiner describid la proteina pridnica celular (PrP¢),
una proteina que debido a la conversidn de su estructura adquiere patogenicidad. Este
agente proteico infeccioso puede propagarse entre distintas especies y puede
replicarse en el huésped a expensas de la misma proteina endégena. Asi se conoce la
famosa, propagacién pridnica. Pero recientemente, también se han descrito otras
proteinas que pierden su estructura y pueden propagarse de célula a célula, como la a-
sinucleina.

Varios mecanismos se han descrito para la propagacién de la a-sinucleina patoldgica.
Algunas de las vias propuestas son la liberacion de a-sinucleina a través de exosomas,
internalizacién mediante endocitosis, receptor ligado a endocitosis o por difusién
pasiva, e incluso, recientemente, se han descrito el papel de nanotibos como posible
mecanismo de propagacion de a-sinucleina in vitro. Dado se ha descrito el papel de la
PrP¢ como posible receptor de los oligdmeros de B-amiloides en la enfermedad de
Alzheimer. Es asi, como nos planteamos el posible papel de PrP¢ como receptor de a-
sinucleina.

Por ultimo, Reelina una glicoproteina secretable que juega un papel importante
durante el neurodesarrollo, se ha estudiado en la enfermedad de Alzheimer (EA). Se ha
observado que los niveles de Reelina aumentan en el cerebro y liquido cefaloraquideo
en la EA. Previamente, en nuestro grupo se ha publicado las modificaciones de la
proteina Disabled1 (Dab1) en prionopatias. Dab1 se localiza en el citosol y forma parte
de la cascada de sefalizaciéon de Reelina. Se ha mostrado la existencia de una
correlacién entre la deposicion de PrPs¢, B-amiloide y la fosforilacion de Dabl.
También, se ha descrito que el péptido recombinante PrP (106-126) induce la
fosforilaciéon de Dab1 in vitro. Por lo tanto, debido a estas variaciones en Dab1l, aqui
describimos los niveles de Reelina en la enfermedad pridnica de Creutzfeldt-Jakob y en
las a-sinucleinopatias.

En base a estos hechos, el principal objetivo planteado en esta tesis doctoral es el
estudio de la PrP¢ en la EP como posible neuroreceptor y analizar la expresion de la
Reelina en enfermedades neurodegenerativas.
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Para llevar a cabo este estudio se plantean los objetivos que se exponen a
continuacion:

Objetivo 1: Estudiar la propagacion de las protofibrillas de a-sinucleina y formacion
de a-sinucleina fosforilada segin la dosis genética de la PrP¢ en modelos
in vivo e in vitro mediante la inoculacién de protofibrillas de a-sinucleina
en animales Prnp®?, Prnp*/* o sobreexpresantes de la proteina PrP¢(Tga20).
Asi como, el uso de dispositivos microfluidicos para monitorizar el
transporte de a-sinucleina.

Objetivo 2: Determinar el dominio de PrP¢ implicado en la union a las protofibrillas
de a-sinucleina in vitro, mediante construcciones truncadas de PrP¢.

Objetivo 3: Estudiar los cambios de expresion de Reelina en distintas enfermedades
neurodegenerativas mediante el procesamiento de muestras humanas de
corteza frontal.

Objetivo 4: Analizar el aumento de Reelina en modelos animales inoculados con
pridn y cultivos celulares.
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La presente Tesis Doctoral, titulada “Funciones de la proteina pridnica celular, a-
sinucleina y Reelina en enfermedades neurodegenerativas”, se presenta como un
compendio de dos publicaciones realizadas durante el periodo de doctorado, Capitulo |
y Capitulo I, junto con el Capitulo Il con resultados no publicados.

Capitulo |

Involvement of Cellular Prion Protein in a-Synuclein Transport in Neurons.

Urrea L, Segura-Feliu M, Masuda-Suzukake M, Hervera A, Pedraz L, Garcia Aznar
JM, Vila M, Samitier J, Torrents E, Ferrer |, Gavin R, Hagesawa M, Del Rio JA.

Mol Neurobiol. 2017 Feb 22. doi: 10.1007/s12035-017-0451-4. [Epub ahead of print].

Referencia: Urrea, L., M. Segura-Feliu, M. Masuda-Suzukake, A. Hervera, L. Pedraz, J.
M. Garcia Aznar, M. Vila, J. Samitier, E. Torrents, I. Ferrer, R. Gavin, M. Hagesawa and J.
A. Del Rio (2017). "Involvement of Cellular Prion Protein in alpha-Synuclein Transport
in Neurons." Mol Neurobiol.

Capitulo Il

Disease-specific Changes in Reelin Protein and mRNA in the Neocortex and
Cerebrospinal Fluid in Neurodegenerative Dementias

Laura Urrea’’, Laia LiddnY" Franc Llorens?, Pau Pastor?, Inga Zerr*, Daniel Alcolea*,
Alberto Lleé*, Rosalina Gavin?, Isidre Ferrer>, José A. Del RioEn preparacion.

En preparacién

Capitulo Il

Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and Experimental Models of
Transmissible Spongiform Encephalopathies.

Mata A*, Urrea L*, Vilches S, Llorens F, Thiine K, Espinosa JC, Andréoletti O, Sevillano
AM, Torres JM, Requena JR, Zerr |, Ferrer |, Gavin R, Del Rio JA.

Mol Neurobiol. 2016 Oct 10. [Epub ahead of print].

Referencia: Mata, A., L. Urrea, S. Vilches, F. Llorens, K. Thune, J. C. Espinosa, O.
Andreoletti, A. M. Sevillano, J. M. Torres, J. R. Requena, |. Zerr, |. Ferrer, R. Gavin and J.
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Capitulo I:

Involvement of Cellular Prion Protein in a-Synuclein Transport
in Neurons

Urrea L, Segura-Feliu M, Masuda-Suzukake M, Hervera A, Pedraz L, Garcia Aznar
JM, Vila M, Samitier J, Torrents E, Ferrer |, Gavin R, Hagesawa M, Del Rio JA.

Resumen:

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que presenta
agregados intracelulares llamados cuerpos de Lewy (LB, del inglés Lewy body) y
pérdida neuronal en la sustancia nigra. La principal proteina que se encuentra
agregada en los LB es la a-sinucleina. a-sinucleina es una proteina que se encuentra,
mayoritariamente, en los terminales presindpticos. La forma desplegada de a-
sinucleina, denominada oligomérica, es capaz de propagarse neuronalmente y formar
agregados. Varios mecanismos se han descrito para la propagacién de a-sinucleina, en
este caso proponemos la proteina pridnica celular (PrP¢) como receptor neuronal.

Animales con distinta dosis genética de PRNP son inoculados intracranealmente con
protofibrillas de a-sinucleina de ratén. Cuarenta y cinco dias después, se observa
agregacion de a-sinucleina fosforilada (p-a-sinucleina) en distintas zonas cerebrales.
Los animales Tga20, que sobreexpresan la PrP¢, presentan mayor numero de
agregados de p-a-sinucleina. No obstante, los animales que no expresan PrP¢ también
pueden formar agregados de p-a-sinucleina aunque en menor grado.

Ademas, se desarrollan unos dispositivos microfluidicos para monitorizar el transporte
de a-sinucleina in vitro. Los dispositivos constan de dos compartimentos que estan
separados entre ellos por cien microcanales que debido a su tamafio solo permiten el
paso de los axones. Cultivos neuronales primarios provenientes de animales Prnp**,
Prnp®? y Tga20 son sembrados en estos dispositivos y tradados con protofibrillas de a-
sinucleina. Observamos que en los casos que PrP¢ se sobreexpresa, el transporte de las
protofibrillas de a-sinucleina tiende a aumentar.

Finalmente, se analiza la unién de PrP¢y a-sinucleina. Las protofibrillas de a-sinucleina
se unen con mayor afinidad a las células HEK293 transfectadas con PrP¢ que en células
transfectadas con un vector vacio. Analizamos el dominio de PrP¢ implicado en esta
unioén. Anteriormente, se ha descrito que el dominio central cargado es necesario para
la interacciéon con los B—amiloides. Mediante construcciones truncadas de PrP¢
observamos que el dominio central cargado es la regién implicada en la unién a a-
sinuclein
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Abstract The cellular prion protein, encoded by the gene
Prnp, has been reported to be a receptor of -amyloid.
Their interaction is mandatory for neurotoxic effects of 3-
amyloid oligomers. In this study, we aimed to explore
whether the cellular prion protein participates in the
spreading of a-synuclein. Results demonstrate that Prap
expression is not mandatory for a-synuclein spreading.
However, although the pathological spreading of «-
synuclein can take place in the absence of Prnp, -
synuclein expanded faster in PrP -overexpressing mice.
In addition, a-synuclein binds strongly on PrP®-express-
ing cells, suggesting a role in modulating the effect of «-
synuclein fibrils.
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Introduction

The cellular prion protein (PrP€), a
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein, partici-
pates in several neural functions [1-3]. Relevantly, one of the
most recently described functions of the protein points to PrP®
is as a receptor for 3-amyloid (A3) [4]. Indeed, today it is well
established that A3 oligomers can bind with great affinity to
PrPC [5, 6, 4, 7, 8] and to recombinant prion protein (e.g. [9,
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10]). After binding, it was also proposed, although with some
controversy [9, 11-13], that this interaction plays a crucial role
in neurotoxic effects of AP oligomers such as inhibition of
long-term potentiation (LTP), neuronal cell death and memory
impairment in some mouse models of Alzheimer’s discase
[14, 6, 4, 15-17]. Amyloid aggregates are present in many
neurodegenerative diseases, and their formation occurs in a
multistep process including the misfolding of healthy soluble
proteins and their association into amyloid fibrils that form
cell inclusions. In fact, among other aggregates (e.g. SODI,
CEPB3, TDP-43, etc.), those of Tau and x-synuclein, charac-
teristic of tauopathies/Alzheimer’s disease and Parkinson’s
disease, respectively, showed cell-to-cell transport in healthy
cells through their uptake of misfolded polymers, which can
propagate and spread throughout the neural parenchyma
[18-23].

«-Synuclein is a key player in the pathogenesis of
synucleinopathies, including Parkinson’s disease, dementia
with Lewy bodies and multiple system atrophy [24].
Transmission of synthetic «-synuclein aggregates has been
demonstrated in several cellular and animal models (see
[25-27] for reviews). Several groups have reported that «-
synuclein shows prion-like propagation in wild-type mice
[28-30]. However, the basis of the spreading process remains
poorly understood although cell-to-cell transport via exocyto-
sis has been suggested [31-33]. For this reason, PrPC is pro-
posed as an A receptor (see above), and in this study, we
aimed to explore whether PrP€ is involved in the propagation
and spreading of «-synuclein. Results demonstrated that «-
synuclein could propagate and spread in mice lacking or over-
expressing Prap, including wild-type mice. However, in-
creased quantities of p-x-synuclein can be seen in the motor
cortex of PrP“-overexpressing mice as compared to Prup™"*
and Prup”” mice. In addition, in vitro experiments also cor-
roborated that although not required to trigger x-synuclein
transport, Prnp overexpression enhances transported x-synu-
clein. In fact, a-synuclein binds strongly to Prap-transfected
HEK293 cells in contrast to mock-transfected ones.
Moreover, the absence of the charged cluster (CC) domain
of PrP® impairs «-synuclein binding in transfected cells. In
conclusion, our results point to a non-mandatory but relevant
role of Prnp in o-synuclein transport.

Material and Methods

Mouse Strains and Genotyping Adult male C57B16/129sv-
Prup™® (B6129 Prup”™ "™ Zurich I) mice were purchased
from the European Mouse Mutant Archive (EMMA,
Monterotondo, Italy) [34]. We backcrossed to C57BL/6 ] for
at least 89 generations to obtain 6-7% of 129 microsatellites
in B6.129 Prnp®® and control littermates B6.129 Prap*’*
[35]. These Prnp®® and Prap*™™* mice were used in the present

@ Springer

study. Specific primers for Prnp genotyping were designed in
our laboratory based on the original P3 and P10 primers as
described [34]: neo: 5'-gecttetategecttettgac-3'; 3" NCnew: 5'-
gctacaggtggataaccccte-3' and PlOnew: 5'-
cataatcagtggaacaagccec-3’ [36]. Forty cycling conditions were
45" 95°C; 45" 62 °C; 1' 72 °C, followed by a final extension
at 72 °C for 5 min. Prnp-overexpressing mice (Tga20) were
purchased from EMMA (Monterotondo, Italy). They were
generated as described by Marek et al. [37] and backcrossed
in our lab with B6.129 Prnp” mice for seven generations
[36]. The backcrossed mice were used in the study. For
Tga20 mice, the transgene was detected using primers specific
to the Tg20 allele 5'-caaccgacgtgaagcattctgeeta-3' and 5'-
cctgggactecttetggtaccgggtgacge-3' as indicated [38]. The
Ethics Committee on Animal Experimentation (CEEA) of
the University of Barcelona approved all procedures described
in this study. All housing, breeding and procedures were per-
formed under the guidelines and protocols #276/16 and #141/
15 of CEEA.

Preparation of Recombinant «-Synuclein Monomer and
Fibrils Mouse and human «-synuclein complementary
DNAs (cDNAs) in bacterial expression plasmid pRK172
were used. «-Synuclein was expressed in Escherichia coli
BL21 (DE3) cells and purified using boiling, Q-sepharose
ion exchange chromatography and ammonium sulphate
precipitation. Purified a-synuclein protein was dialyzed
against 30 mM Tris-HCI, pH 7.5, and cleared using ul-
tracentrifugation at 113,000g for 20 min. Protein concen-
tration was determined with reverse phase HPLC. Proteins
were loaded on an Aquapore RP-300 column (Brownlee)
Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) (equilibrated in
0.09% trifluoroacetic acid with a linear gradient of aceto-
nitrile 0 to 50% at a flow rate of 1 ml/min). Purified
mouse o-synuclein monomer (7 mg/ml) in 30 mM Tris—
HCI, pH 7.5, containing 0.1% NaN;, was incubated at
37 °C in a shaking incubator at 200 rpm for 72 h. «-
Synuclein fibrils were pelleted by spinning at 113,000g
for 20 min and then suspended in PBS. «-Synuclein fi-
brils were sonicated with an ultrasonic homogenizer (VP-
5S) Taitec (Nishikata, Japan) (at high power for 10 cycles
(30 s on, 30 s off at 10 °C) before use. Aliquots of son-
icated and non-sonicated fibrils were processed for trans-
mission electron microscope (TEM) analysis and negative
staining (Supplementary Fig. 1). In parallel, SDS-PAGE
and western blot revealed the presence of a relevant
17 KDa and upper bands >35 KDa after sonication typical
of protofibril preparations (Supplementary Fig. 1). To de-
termine the concentration, fibrils were dissolved in 7 M
guanidine hydrochloride and analysed with RP-HPLC as
described above. Generated fibrils were tested to insure
that they were endotoxin-free to avoid unwanted effects
as described [39].
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Transmission Electron Microscopy Procedures Fibril solu-
tions were fixed to carbon-forward-coated copper supports,
and negative staining was performed using a 2% PTA-based
(phosphotungstic acid) stain (pH 7.4), after which samples
were placed in silica-based desiccant for a minimum of 2 h.
Finally, we proceeded to TEM observation using a Leica elec-
tron microscope (Wetzlar, Germany) at SCT, University of
Barcelona, Barcelona, Spain (Supplementary Fig. 1).

Stereotaxic Surgery Five- to 6-month-old mice were
anaesthetised with 50 mg/kg pentobarbital sodium and then
were unilaterally injected with 5 pg (1 pg/pL solution) of
recombinant mouse sonicated «-synuclein into
postcommissural striatum (A-P 3.5 mm; M-L: 3.5 mm; D-V
—0.9 mm from Bregma) at a rate of 0.1 pL/min. In parallel,
some mice (n = 3) were sham-operated (Supplementary
Fig. 1d). In these mice, the skull was opened and a glass
pipette was placed in the abovementioned coordinates. After
10 min, the pipette was removed and the skin sutured. Sham-
operated and fibril-injected mice were anaesthetised 45 days
later with isofluorane and perfused with 4% buffered parafor-
maldehyde (pH 7.3). For immunohistochemistry, free-floating
sections were rinsed in 0.1 M PBS, and endogenous peroxi-
dase activity was blocked by incubation in 3% H,0O, and 10%
methanol dissolved in 0.1 M PBS. After extensive rinsing,
sections were incubated in 0.1 M PBS containing 0.2% gela-
tin, 10% normal serum, 0.2% glycine and 0.2% Triton X-100
for 1 h at room temperature. Afterwards, the sections were
incubated for 24 h at 4 °C with the primary antibody: p-o-
synuclein (p129S, clone 81A (cat. ab184674), 1:2000 diluted,
Abcam, Cambridge, UK). After that, the sections were incu-
bated with secondary biotinylated antibodies (2 h, 1:200 di-
luted) and streptavidin-horseradish peroxidase complex (2 h,
1:400 diluted). Peroxidase activity was revealed with 0.025%
diaminobenzidine (DAB) and 0.003% hydrogen peroxide.
After rinsing, the sections were mounted onto slides,
dehydrated and coverslipped with Eukitt™ (Merck,
Darmstadt, Germany). Samples were photodocumented using
an Olympus (Hamburg, Germany) BX61 microscope
equipped with a cooled digital DP72L camera. For quantifi-
cation of Lewy body-like (LBL) p-x-synuclein-positive ag-
gregates in motor cortex, equivalent sections at the level of the
frontal cortex between Bregma 0 and 1 were selected (2-3
sections per mouse), and the total number of neuronal aggre-
gates (LBL) of p-a-synuclein in layer V (300 pm w x 150 pm
h box) was counted using a x40 objective (oil immersion
Zeiss, N.A. 0.85). Statistical analysis of the obtained data
was performed with Bonferroni post hoc test (multiple com-
parison test) using GraphPad Prism 6 (Mac OsX, Graphpad).
Data are presented as mean + standard error of the mean
(SEM). Differences between groups were considered statisti-
cally significant at **P < 0.01 and *P < 0.05.

Microfluidic Devices Two different devices were used in an
optimized modification of our previous design of large dual-
chamber, open neuronal co-culture and of designs reported by
Taylor et al. [40]. The open microfluidic device consists of
two main open chambers interconnected by 100
microchannels. The large chamber areas (9 mm x 16 mm) fa-
cilitate effective cell culture and easy handling. The small
cross-section areas of microchannels (3 pm % 10 pm or
10 um % 10 pum) restrict the crossing of cortical neuron cell
bodies but permit the passage of neuronal processes. The
microfluidic device was made of poly(dimethylsiloxane)
(PDMS) using standard photolithography and soft
lithography.

Primary Embryonic Neuronal Cultures E15.5 mouse em-
bryo brains were dissected and washed in ice-cold 0.1 M
phosphate-buffered saline (PBS) containing 6.5 mg/ml glu-
cose. The meninges were removed and the cortices isolated.
Tissue pieces were trypsinized for 15 min at 37 °C. After the
addition of horse serum and centrifugation, cells were disso-
ciated by trituration in 0.1 M PBS containing 0.025% DNAse
with a fire-polished pipette. Dissociated cells were plated at
~10,000 cells/mm? on one of the two reservoirs of
microfluidic devices (A and B in Fig. 3) coated with poly-D-
lysine (Sigma, Madrid, Spain). The culture medium was
Neurobasal supplemented with 2 mM glutamine, 6.5 mg/ml
glucose, antibiotics and B27 (Invitrogen-Life Technologies,
Barcelona, Spain). After 72 h, 5 uM AraC (cytosine (3-D-
arabinofuranoside hydrochloride, Sigma) was added for 48 h
to inhibit the growth of dividing non-neuronal cells. For char-
acterization, cultures were immunostained using anti-glial fi-
brillary acidic protein (GFAP, cat. z0334; 1:500, Sigma), basic
helix-loop-helix (bHLH) transcription factor olig2 (cat.
AB9610, 1:200; Abcam) and class IIT B-tubulin (TUJI, cat.
801201, 1:3000; Biolegend, CA, USA). Cultures contained
up to 90% neurons (TUJ1-positive) and were used after 5—
7 days in vitro. In parallel, some cultures were stained with
Fluo4-AM (1 mg/ml, F14201, Invitrogen-Life Technologies)
to confirm axonal interconnection between reservoirs prior to
their processing.

Plasmids and Construction of PrP®-Deleted Forms Mouse
PrP¢-encoding plasmid (pcDNA 3.1 backbone) and PrP¢-
IRES-GFP were provided by D. A. Harris (Boston
University School of Medicine, Boston, MA, USA) and
PrP¢-truncated form AF35 by A. Aguzzi (University
Hospital Ziirich, Institute for Neuropathology, Switzerland).
To generate deletion constructs ACD, ACC, AHR and ACR,
the PrP®-encoding plasmid was used as a template for inverse
PCRs, and the inserts obtained were fused. Briefly, a primer
set was designed for each construct in order to amplify the
entire plasmid, except for the region of Prnp to be deleted, i.e.
regions 95-133, 95-110, 112-133 and 105-125 for ACD,
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ACC, AHR and ACR, respectively. Primers (Ecogen) were
as follows: CD (F: 5-AGCAGGCCCATGATCCATTTTG-3',
R: 5-ATGGGTACCCCCTCCTTGGC-3"); CC (F: 5'-GTGG
CAGGGGCTGCGGCAG-3', R: 5'-ATGGGTACCCCCTC
CTTGGCC-3'); HR (F: 5-"AGCAGGCCCATGATCCATTT
TG-3', R: 5'-TGCCACATGCTTGAGGTTGG-3'); CR (F:
5'-TACATGCTGGGGAGCGCC-3', R: 5'-TTTT
GGTTTGCTGGGCTTGTTC-3"). After amplification
(Accuprime Taq Polymerase™, Invitrogen), the blunt ends
of the amplimers were phosphorylated using the T4 kinase
reaction (Invitrogen) and then religated (Fast-Link Ligase™,
Epicentre Biotech.). An aliquot of each ligation reaction was
electroporated into Escherichia coli DH5, and transformants
were selected for ampicillin resistance. Twenty-five candi-
dates were selected and screened with sequence analysis
(Terminator Big Dye™ v3.1, Applied Biosystems).

Cell Culture and Transfection HEK293 cells (ATCC CRL-
1573™_ American Type Culture Collection, MD, USA) were
maintained in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM,
Invitrogen-Life Technologies), 10% foetal bovine serum
(FBS, Invitrogen-Life Technologies) and 1% penicillin/
streptomycin (Invitrogen-Life Technologies) in 75 cm? cul-
ture bottles in a 5% CO, atmosphere at 37 °C. One day before
transfection, cells were cultured in DMEM supplemented with
10% FBS and without antibiotics, on poly-D-lysine (Sigma)
coated plates. Transfection was performed using
Lipofectamine Plus (Invitrogen-Life Technologies), according
to the manufacturer’s instructions as indicated [41].

Caspase-3 Activity Twenty-four hours after transfection,
cells were scraped and lysed for 20 min on ice in cold lysis
buffer (50 mM Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,,
1 mM EGTA pH 8, 10% glycerol, 1% Triton X-100) contain-
ing 1x protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitors.
Lysates were centrifuged at 12000g for 5 min at 4 °C and
supernatants were collected. Protein concentration was deter-
mined using a BCA protein assay kit (Pierce). The caspase-3
activity assay, with Ac-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin (Ac-DEVD-AFC, Sigma) as a sub-
strate, was performed as previously described [42].

Immunocytochemical Procedures One day before transfec-
tion, counted HEK293 cells were seeded onto poly-D-lysine
(0.01 pg/pl) coated glass coverslips (12 mm ). Three days
post-transfection, mouse o-synuclein (I pg/ml medium) was
added to the culture media. Treatment with x-synuclein was
maintained for 3 days. Cells were fixed in 4% buffered para-
formaldehyde (Sigma) and then permeabilized with 0.1%
Triton X-100 (Sigma) in 0.1 M PBS. A similar fixation pro-
cedure was used for microfluidic devices (see [43] for details).
After fixation, and extensive rinsing with 0.1 M PBS, cultures
were blocked with 10% FBS in 0.1 M PBS prior to incubation
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with primary antibodies. Neurons were identified using a class
I B-tubulin antibody (1:3000 diluted; Biolegend). PrP¢ was
detected using anti-mouse 6H4 (1:500, Prionics; Schlieren,
Switzerland), which recognizes the sequence DYEDRY YRE
of the prion protein (human PrP®: aa 144-152), a-synuclein
(1:500 diluted; Cell Signalling) and p--synuclein (mouse and
human) (p129S/81A; 1:400 diluted; Abcam). After incubation
with primary antibodies, cells were incubated with the perti-
nent Alexa Fluor-tagged secondary antibodies (Alexa-488
goat anti-mouse or Alexa-568 goat anti-rabbit) (Invitrogen-
Life Technologies). Finally, cells were stained with 0.1 uM
DAPI (Sigma) diluted in 0.1 M PBS, mounted on Mowiol™
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) and viewed using an
Olympus BX61 fluorescence microscope.

Western Immunoblot Samples were homogenized in 10%
wt/vol of 50 mM Tris—HCI, pH 7.4/150 mM NaCl/0.5%
Triton X-100/0.5% Nonidet P-40, and a mixture of protease
inhibitor cocktail (Roche, Basel, Switzerland) and phospha-
tase inhibitors (10 mM tetra-sodium pyrophosphate, 200 uM
sodium orthovanadate and 10 mM sodium fluoride). After
this, samples were centrifuged at 15,000g for 20 min at
4 °C. The resulting supernatant was normalized for protein
content using BCA kit (Thermo Scientific Pierce, Paisley,
UK). Cell extracts were boiled at 100 °C for 10 min, followed
by 6% SDS electrophoresis and were then electrotransferred
to nitrocellulose membranes for 1 h at 4 °C. Membranes were
then blocked with 5% fat milk in 0.1 M Tris-buffered saline
(pH 7.4) for 1 h and incubated overight in 0.5% blocking
solution containing primary antibodies. After incubation with
peroxidase-tagged secondary antibodies (1:2000 diluted,
Sigma), membranes were revealed with an ECL-plus chemi-
luminescence western blot kit (Amershan-Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, USA). In some experiments, peroxidase ac-
tivity was revealed using a high sensitivity ECL-
chemiluminescence kit (QuantaRed™, Thermo Scientific).
In our experiments, each nitrocellulose membrane was used
to detect a-synuclein (1:1000; Cell Signalling), p-«-synuclein
(1:1000, p129S/81A; Abcam), 3-actin (1:20,000; Sigma), [3-
tubulin (1:10,000; Sigma) and class III 3-tubulin antibody
(1:5000; Biolegend).

Densitometry and Statistical Processing For quantification,
developed films were scanned at 2400 x 2400 dpi (i800
MICROTEK high quality film scanner), and the densitometric
analysis was performed using the Quantity One Image
Software Analysis (Biorad, Barcelona, Spain). Statistical anal-
ysis of the obtained data was performed with Bonferroni post
hoc test (Multiple comparison test) using GraphPad Prism 6
(Mac OsX, Grahpad). Data are presented as mean + SEM.
Differences between groups were considered statistically sig-
nificant at *P < 0.05.
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Results

«-Synuclein Transport in Prup'’*, Prnp®® and Tga20
Mice Adult Prnp™”*, of recombinant endotoxin-free mouse
a-synuclein (Fig. 1) in the postcommissural striatum, and
the presence of phosphorylated a-synuclein (p-o-synuclein,
p129S/81A—positive), were analysed 45 days later. Both
sham- and non-operated mice presented the described pattern
of p-a-synuclein in the adult mouse telencephalon
(Supplementary Fig. 1, [44]). The antibody p129S/81A
showed minor cross-reactivity with phosphorylated
Neurofilament L. Indeed, several telencephalic regions
showed background staining including the cingulate and pa-
rietal neocortex, hippocampus, striatum and some telence-
phalic axonal tracts (e.g. mamillothalamic tract)
(Supplementary Fig. 1) [44]. However, aggregated forms of
p-a-synuclein such as Lewy body-like (LBL) or Lewy
neurite-like (LNL) forms were never observed after

immunohistochemistry using the p129S/81A antibody in the
telencephalon of non-operated and sham-operated mice, only
appearing in the telecephalon after «-synuclein fibril injec-
tions (Supplementary Fig. 1). High magnification of LBL ob-
served in the neocortex and amygdala 45 days after mouse o-
synuclein striatal injections can be seen in Supplementary
Fig. If, g. As observed, these aggregates were clearly identi-
fiable over the background even using Ni-DAB development.

As indicated, the mice were processed after 45 days post-
injection (Prap*”* (n = 6); Prup”® (n = 6) and Tga20 (n = 7))
in order to determine whether the regional distribution of p-oc-
synuclein was similar in the different Prnp genotypes (Figs. 1
and 2, Supplementary Fig. 1). Injection of mouse x-synuclein
sonicated fibrils into postcommissural striatum induced p-o-
synuclein pathology bilaterally throughout the brain, includ-
ing striatum, amygdala, stria terminalis, substantia nigra and
neocortex (Figs. | and 2, Supplementary Fig. 1). The anatom-
ical and cellular distribution of p-a-synuclein aggregates was

Fig. 1 p-a-Synuclein pathology
in the telencephalon of Prip®”,
Prap*"* and Tga20 mice injected
with mouse a-synuclein fibrils in
the postcommissural striatum. a-c
Schemes illustrating the location
of p-a-synuclein deposits
(asterisks) shown in panels (d—o).
d-o High power

photomicrographs showing p-&-
synuclein labelling in the striatum

(d—f); neocortical layer V (g-i);
amygdala (j-1) and S. nigra (m-o)
of Prp”* (d, g, j, m), Prap*’* (e,
h, k. n) and Tga20 (f, i, 1, 0) mice.
Note the relevant accumulation of
p-a-synuclein labelling in
intracellular deposits of
retrograde-labelled projecting
neurons. Scale bar: d = 100 pm
pertains to e-0
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Fig. 2 Increased x-synuclein labelling as LBL aggregates in the
neocortex in Tga20 mice. a—¢ Examples of p-a-synuclein aggregates in
the motor cortex of Prup””, Pmp*"* and Tga20 mice injected with mouse
a-synuclein fibrils in the postcommissural striatum. Note the relevant
accumulation of p-a-synuclein labelling in intracellular deposits of
retrograde-labelled neurons in the cortical layer V of Tga20 mice. The
LBL and LNL aggregates can be clearly seen over the pale background in
the cortex. d Graph illustrating the quantification of the neuronal
aggregates in the different genotypes. Each count represents one
section. (Mice number Prnp"" (n=275); Prnp”"” (n = 4) and Tga20
(n = 6)). In addition, the mean = SEM is also plotted. *P < 0.05 and
##%P < 0.01, ANOVA Bonferroni post hoc test. Scale bar: a = 100 um
pertains to b and ¢

observed in Prup™”*, Prap”® and Tga20 mice, as previously
reported for wild-type mice in another study using similar «-
synuclein fibrils and protocols [30]. At the cellular level, p-«-
synuclein was mainly located in neurites and the neuronal
perikaryon (as thick LBL or LNL aggregates) (Figs. 1 and 2,
Supplementary Fig. le, ). At these post-inoculation times,
p-a-synuclein labelling was observed bilaterally in the stria-
tum, substantia nigra, amygdala, and entorhinal cortex and,
ipsilaterally, in the motor cortex. However, although «-
synuclein pathology was observed in the absence of Prnp,
histological examination and quantitative analysis of geno-
types determined increased p-o-synuclein staining as LBL
in the ipsilateral motor cortex of Tga20 mice compared to
Prap®® and Prap™" (Prup®° = 11.86 + 0.91;
Prap™" = 19.80 + 2.25; Tga20 = 27.56 + 2.19
(mean + SEM). Prup®® vs Prap*’*, mean diff —7.94,
t=2.669, 95% CI of diff = —15.63 to —0.2592. Prup®” vs
Tga20, mean diff —15.70, t = 5.159, 95% CI of diff = —23.56
to—7.84. Prnp'” vs Tga20, mean diff —7.756, t = 2.795, 95%
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Fig. 3 Analysis of a-synuclein transport using microfluidic devices. a P>
2D representation of the two PDMS devices used in the present study. b, ¢
Double immunofluorescence photomicrographs illustrating TUJ1/GFAP
(b) or TUJ1/0lig2 (c) staining in primary cultured neurons in the devices.
d Primary cortical cultures of the Prip*™* were maintained in the devices
for 7 days. Then, mouse a-synuclein fibrils were added to A reservoir
(asterisk), and their transport to B reservoir was analysed with
immunocytochemistry (d—h) and western blot (i). d Examples of
double-labelled neurons (TUJ1/x-synuclein) in B reservoir (indicated
with camera icon) showing «-synuclein labelling (arrows). e, f
Examples of p-a-synuclein-labelled neurons and neurites (arrows) in A
reservoir (indicated with camera icon). g, h Examples of p-a-synuclein-
labelled neurons and axons (arrows) in B reservoir (indicated with
camera icon). i Western blot showing the presence of «-synuclein
(17 kDa band) in both cellular extracts (A and B) and the absence in
the culture medium of B in contrast to A reservoir, avoiding passive
fluid transport. Membranes were reblotted with an antibody against 3-
tubulin or TUJ1 for standardization and characterization. Scale har: b, d,
e, gand h=40 pm

CI of diff = —=14.92 to —0.59; ANOVA Bonferroni multiple
comparison test) (Fig. 2). These data strongly suggest that
although non-mandatory, Prnp overexpression enhances the
regional transport of p-«-synuclein pathology in living mice.

Development of Microfluidic Devices to Monitor «-
Synuclein Fibril Transport o-Synuclein intracellular trans-
port has been studied in vitro using commercial microfluidic
devices (e.g. [45-48]). Our laboratory has developed two
microfluidic designs based on previously published devices
of our group (Fig. 3) [43]. Two different types of micro-
grooves (both 1 mm length) were generated for this study:
100 microgrooves of 3 pum (high) x 10 pm (wide) sections
and 100 microgrooves of 10 (high) x 10 um (wide) sections
(Fig. 3a). Results in protein transport were similar for the two
devices since microfluidic pressures were controlled to avoid
non-specific non-neuronal transport (see below). As noted, «-
synuclein transport in vitro can be done both anterogradely
and retrogradely [45-47]. Thus, we cultured Prup"”* embry-
onic (E15.5) cortical neurons for 5-7 days in our devices to
ensure crossing of axons between A and B. Under these con-
ditions, around =85% of the devices showed large numbers of
crossing axons after Fluo4-AM staining between reservoirs
(Supplementary Fig. 2a, b). In addition, immunohistochemi-
cal analysis demonstrated that a large number of TUJI-
positive neurons with fewer astrocytes (glial fibrillary acidic
protein (GFAP)-positive) and oligodendrocytes (olig2-
positive) were observed in the devices (Fig. 3b, c).
Recombinant (1 pg/ml) mouse (Fig. 3) or human
(Supplementary Fig. 3) «-synuclein fibrils were added to
one of the reservoirs (mainly in A; (A *) in Fig. 3) following
the protocol of [46] with different volumes of medium be-
tween reservoirs (B > A; 100 pl), and their transport
(A = B) were analysed 5 days later with immunocytochemis-
try (Fig. 3d-h, Supplementary Fig. 3) or western blot (Fig. 3i
and Supplementary Figs. 2 and 4).
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First, we aimed to determine endogenous «-synuclein and
p-a-synuclein labelling in our devices. At these stages, a very
low o-synuclein immunostaining was observed in untreated
devices in both A and B reservoirs. In addition, after using the
p-a-synuclein (p129S/81A) antibody, no labelling was

observed in the absence of a-synuclein fibril cultures.
However, after «-synuclein fibril treatment in A (Fig. 3d),
immunoreacted cultures showed the presence of relevant oc-
synuclein staining in the perikaryon, neurites and axons of
cultured TUJ1-positive neurons in B (Fig. 3d). In addition,
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relevant p-a-synuclein labelling was observed in morpholog-
ically identified neurons located in both reservoirs (A and B)
(Fig. 3e-h). More relevantly, p-x-synuclein aggregates (after
mouse or human fibril treatment) were detected in identified
axons and in the cytoplasm of cultured neurons in A as well in
B (Fig. 3e-h, Supplementary Fig. 3b—g). In addition, to avoid
the presence of passive transport of a-synuclein, we devel-
oped the detection of the protein in cell extracts and media
of both reservoirs using the QuantaRed™-enhanced
chemifluorescent HRP substrate (Thermo Fisher, cat. 15159)
(Fig. 3i and Supplementary Figs. 2 and 4). After mouse -
synuclein fibril incubation in A, results revealed the presence
of «-synuclein in both cellular extracts (A and B), with the
absence in the culture media of B in contrast to the media of A
reservoir, indicating the absence of passive fluidic flux be-
tween A = B (Fig. 31 and Supplementary Figs. 2 and 4) [43,
46]. In our devices, although different x-synuclein bands
could be detected in A, the low molecular weight of «-
synuclein (=17 kDa) was mainly detected in B, as also recent-
ly reported by [47](Fig. 3, Supplementary Figs. 2 and 4). -
Synuclein transport was always observed in those devices
showing large connectivity between A and B reservoirs
(Fig. 3, Supplementary Figs. 3 and 4). However, in those
displaying few axon numbers crossing between reservoirs
(Supplementary Fig. 3), a-synuclein was almost absent in B
(cell and media) and was only detected in the cellular and
media extracts of A. This reinforced the notion of a specific
axonal transport of «-synuclein fibrils between neurons
displaying low endogenous levels of x-synuclein at these time
points in culture (Supplementary Fig. 2). Thus, these devices
are well suited to monitor cellular transport of mouse or hu-
man «-synuclein fibrils.

In Vitro Transport of «x-Synuclein under Prnp Dosage As
indicated above, PrPC has been described as a receptor for 3-
amyloid [4, 49]. Although the participation of PrP¢ in the
intercellular (3-amyloid transport in microfluidic devices re-
mains elusive, its expression seems to be needed to trigger 3-
amyloid-mediated effects in treated neurons (see the
“Introduction” section for references). Primary cortical cul-
tures from Prnp ", Prup®° and Tga20 embryos were treated
with exogenous recombinant mouse -synuclein fibrils, and
both the binding in treated cells and their transport was
analysed with western blot or immunocytochemistry
(Fig. 4). First, we checked the percentage of devices without
the a-synuclein transport. Results indicated that 14.28%
Prmp®®), 22.22% (Prap*”") and 16.66% (Tga20) of the cul-
tures showed no a-synuclein transport in our microfluidic
devices. In fact, these cultures displayed very few axons cross-
ing between reservoirs as determined by Fluo4-AM staining
(see example in Supplementary Fig. 2a). Second, we analysed
the presence of exogenous x-synuclein in neurons in B reser-
voir after treatment in A. We were able to determine the
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presence of x-synuclein in neurons, irrespective of the Prnp
genotype (Fig. 4a—d). Since neuronal presence of «-synuclein
fibrils cannot be ascertained in a quantitative basis by simple
fluorescence analysis, we processed parallel samples for west-
ern blot. Indeed, after protofibril treatment in A, western blots
revealed increased o-synuclein/tubulin ratio in Tga20 than in
WTand Prnp®° cultured neurons in A suggesting a tendency
of higher protofibril binding in presence of larger PrP¢
amounts (Prnp()/0 = 0.344 + 0.07; Prnp“/‘ = 0.386 + 0.08,
Tga20 = 0.56 + 0.14 (mean += SEM)) (Fig. 4b). Next, western
blot results corroborated that o-synuclein protofibrils could be
transported to neurons from A to B irrespective of the Prnp
genotype (Fig. 4). However, although not statistically signifi-
cant (ANOVA Bonferroni post hoc test), values for
transported «-synuclein were slightly higher in Tga20-
derived primary neuronal cultures as compared to wild-type
and Prap®® (Fig. 4c) (Prap®® = 0.467 + 0.09;
Prap™”" = 0.5561 = 0.106, Tga20 = 0.7801 = 0.206
(mean + SEM)).

Increased Binding of x-Synuclein in Prup-Transfected
Cells Various possibilities have been proposed regarding
«-synuclein interaction with plasma membrane [50-52,
48]. Thus, due to the in vitro and in vivo observations,
we aimed to determine whether PrP¢ overexpression en-
hanced o-synuclein interaction with cells (Figs. 5 and 6
and Supplementary Fig. 5). We increased PrP¢ expression
in a cellular system with very low PrP¢ expression, low
endogenous «-synuclein binding properties [48] and lack
of expression of other «-synuclein binding proteins
(LAG3, neurexin 13 or APLP1) (HEK293 cells, Fig. 5)
to analyse the binding of «-synuclein mouse protofibrils.
First, HEK293 cells were transfected with PrP¢-IRES-
GFP, incubated with sonicated mouse a-synuclein
protofibrils (I pg/ml) and processed for a-synuclein
immunolabelling (Fig. 5b). Results revealed that most
GFP-positive HEK203 cells were labelled with the «-
synuclein antibody (Fig. 5b). In a second set of experi-
ments, HEK293 cells were transfected either with full-
length Prup (pcDNA-Prnp) or mock (pcDNA) plasmids
and then incubated 24 h later with mouse «-synuclein
fibrils; their cellular binding was analysed using western
blot and immunocytochemistry for PrP¢ and «-synuclein
(Fig. 5a, c—h). Blots indicated the presence of the 17 kDa
«-synuclein band only in protein extracts of Prnp-
transfected cells after o-synuclein treatment (Fig. 5a).
This increased binding was also corroborated by immuno-
cytochemistry in which «-synuclein labelling was promi-
nent in identified double-labelled Prup-expressing cells in
contrast to non-expressing HEK293 cells (Fig. 5c-h).
Fluorescence microscopy observation developed in 314
(PrPC-positive) identified cells from three different exper-
iments demonstrated that 91.08% of the analysed cells
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Fig. 4 Determination of &-synuclein transport in neuronal cultures from
mouse embryos carrying differing Prup dosages. Recombinant mouse oc-
synuclein protofibrils were added to A reservoir (asterisk), and its binding
to neurons in A reservoir as well as their transport towards B were
analysed by western blot in cellular extracts. a—d Examples of double-
labelled Prnp”’ (a, b) and Prap™” (c. d) neurons (TUJ1/x-synuclein) in
B reservoir showing discrete cytoplasmatic a-synuclein labelling
(arrows). e Examples of western blot determination of one device for
each Prup genotype for «-synuclein. Anti-B-tubulin and anti-PrP®
monoclonal antibodies were used for standardization and genotype

with relevant a-synuclein labelling were also positive for
PrP¢ (Fig. 5c, d). In contrast, a discrete puncta-like label-
ling of a-synuclein was observed randomly distributed
over mock-transfected HEK293 cells with negligible
levels of PrP¢ (Fig. Se). At high magnification, although
not exclusive, we determined a strong co-localization of
the a-synuclein and PrP€ labelling in discrete membrane
regions of transfected cells, suggesting relevant cellular

characterization. Notice that PrP” was present in WT and Tga20 cells at
the time of treatment. PrP is downregulated shortly after plating neurons,
and their levels increased over time in culture (see also [68] for details). f~
g Densitometric analysis (see the “Material and Methods™ section for
details) were performed, and quantification was represented as the ratio
between a-synuclein/p-tubulin detected in A reservoir after protofibril
treatment (b) and ratio between x-synuclein/3-tubulin detected in B vs A
reservoirs (¢). Results for each device are represented by a single plot in
the scatter plot. In addition, mean = SEM is also plotted

binding of protofibrils in regions with high PrP presence
(Fig. 5t-h).

Involvement of the Charged Cluster Domain of PrP€ in o-
Synuclein Binding It has been described how the residues of
the CC of PrP® are involved in binding 3-amyloid with PrP¢
[53]. Hence, we aimed to determine whether this domain also
participates in x-synuclein binding (Fig. 6). After cloning, the
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Fig. 5 Increased binding of a-synuclein in Prup-transfected HEK293
cells. a Western blot shows increased labelling of the 17 KDa «-
synuclein band in HEK293 cells transfected with mouse Prup-encoding
plasmid in contrast to mock-transfected cells. Anti-B-tubulin monoclonal
antibody was used for standardization, and anti-PrP“ antibody was used
to check PrP overexpression after transfection. Notice that HEK293
cells showed a very low endogenous PrP® expression. The upper bands
observed after protofibril treatment corresponded to non-monomeric
forms of «-synuclein. b Examples of double-labelled GFP/x-synuclein
HEK 293 cells after transfection of PrP -IRES-GFP. Note the presence of
the relevant labelling in the two transfected cells in comparison to the
disperse a-synuclein labelling in non-transfected cells (arrows). c—e

expression of all PrP€ variants in HEK293 cells were tested by
westemn blotting (Supplementary Fig. 5). The endogenous lev-
el of Prnp expression in HEK293 was low (Fig. 5a), and all
PrP¢-modified proteins were detectable (Supplementary
Fig. 5). However, expression of AF35 was markedly lower
than that of the rest of the deleted forms, representing less than
50% of the expression of full-length PrPS (Supplementary
Fig. 5). At this point, we considered the fact that some of these
constructs are able to induce cell death when overexpressed in
cell lines [54, 1]. Results indicate that only AF35 increased
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Fluorescence photomicrographs showing examples of double-labelled
cells PrP® (d) overexpressing cells and a-synuclein (¢). HEK293 cells
were transfected with Prup-encoding plasmid (¢, d) or mock-transfected
cells (e). Arrows in ¢ and d point to double-labelled cells, and the asterisk
in d labels a PrP-positive/x-synuclein-negative HEK293 cell. Arrows in
e point to a-synuclein labelling in mock-transfected cells. f~h High
magnification photomicrograph illustrating the distribution of «-
synuclein (f) in PrP-transfected HEK293 cells (g). Notice the relevant
colocalization in several domains of the transfected cell including the
plasma membrane (arrows in g and h). Scale bars: b, e = 25 um. ¢,
f=25 um belongs to d; g and h, respectively

caspase 3 activity in transfected cells in contrast to other PrP©
constructs (relative fluorescence units (RFU) AF35/
pcDNA = 2.15 + 0.38; ACC/pcDNA = 0.92 + 0.27; AHR/
pcDNA = 1.11 = 0.21; PrP“/pcDNA = 1.14 + 0.09;
mean = SEM) (Supplementary Fig. 5). After these results,
we ignored AF35 in the next experiments and focused on
the central domain (ACC and AHR) of PrP“ (Figs. 5 and
6). In the experiments, we reduced the amount of the cDNA
to half during cell transfection to ensure clear immunocyto-
chemical detection of transfected cells. After transfection and
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Central Domain

Fig. 6 a Scheme of the ACC, AHR maps and the full-length PrP“. b, ¢
Fluorescence photomicrographs showing examples of double-labelled
PrP“/-synuclein cells (arrows). d, e Fluorescence photomicrographs
showing examples of double-labelled cultures using the 6H4 PrP¢ and
«-synuclein antibodies. Note the absence of double-labelled cells in these

immunocytochemistry, only 5.83% (22 of 377, n = 3) of the
ACC-labelled cells were a-synuclein-positive (Fig. 6d-g) in
contrast to AHR/x-synuclein (96.49% (110 of 114, n = 3))
(Fig. 6h—k) and PrP(‘/oc-synuclcin (91.08% (286 of 314 cells,
n=3) (Fig. 5c-h and Fig. 6b, ), indicating the participation of
the CC domain of PrP® in «-synuclein binding to PrP¢-
transfected HEK293 cells.

Discussion

In this study, we determined that x-synuclein fibrils can be
transported to different brain regions of wild-type mice after
injection in the postcommissural striatum. Our results rein-
force the notion that the spreading of p-o-synuclein pathology
does not occur by diffusion or non-specific transport [45]. The
transport observed in our experiments was similar to that re-
ported in other studies using wild-type mice [29, 28], with
relevant p-a-synuclein deposits in the striatum, substantia
nigra, amygdala and neocortex. The anatomical connections
between the striatum, substantia nigra, amygdala and neocor-
tex are well described in the literature (e.g. [55]) and support

examples (arrows) and the background staining of a-synuclein labelling
in non-transfected cells. h—k Fluorescence photomicrographs showing
examples of double-labelled AHR/a-synuclein cells (arrows) after
treatment over the labelling of non-transfected cells. Scale bar: b, d, f,
h and j = 40 pm pertains to ¢ and e, respectively

the observed transport of a-synuclein. Although it has been
reported to exist anterograde and retrograde transport of -
synuclein (see above), in our experiments, transported o-
synuclein seemed to be more often transported retrogradely
in the brain parenchyma, as suggested in other works [29, 28].
Our results also demonstrate for the first time that p-o-
synuclein pathology after injection could spread to different
brain regions in the absence of PrPC. Thus, Prap expression is
not mandatory for «-synuclein transport in the mouse brain,
although increased levels of a-synuclein transport can be seen
in wild-type and overexpressing mice. In fact, it has been
reported that the absence of PrP does not modify the appear-
ance or temporal evolution of p-x-synuclein deposits in trans-
genic mice overexpressing human «-synuclein driven by a
platelet-derived growth factor-f3 promoter [56]. Furthermore,
changes on Prnp dosage do not alter x-synuclein expression
in adult mice (not shown). Although data using additional
models of synucleinopathies (e.g. AS3T mice) have not been
published, the present results are in line with these observa-
tions [56]. However, we also determined an increased number
of motor pyramidal neurons displaying LBL aggregates in
Prap-overexpressing mice which suggest that, as also
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reported for B-amyloid, PrP€ might participate in the cellular
binding of a-synuclein and its expansion.

The interaction of several amyloids to PrP® is well charac-
terized [14, 6, 4, 15-17]. We determined, using two different
Prnp constructs, that their overexpression can enhance the
binding of «-synuclein in HEK293 cells with low endogenous
capability of o-synuclein binding (see also [48] for details).
Several studies have reported the interaction of endogenous
peptides of the amyloid family with the plasma membrane
[57-61]. In fact, the interaction of A3, human or rat amylin,
PrP 106 126) OF at-synuclein fibrils with plasma membrane has
been well described [57-60, 62], and several putative interac-
tions with plasma membrane proteins have been described as
well (e.g. APP [59] or GRP78 [51]). To this concern, a recent
study of Mao and coworkers [48] reviewed in [63] points to
the lymphocyte-activation gene 3 (LAG3/CD223) as the neu-
ronal receptor of -synuclein. LAG3 showed increased bind-
ing properties to a-synuclein protofibrils as compared to
neurexin 1(3, and APLP1 in SH-SY5Y-overexpressing cells
[48]. mRNA levels of LAG3 do not change between Prap
genotypes (GEO database ref. GSE16223). However, and
since a functional interaction between LAG3 with PrP© can-
not be ruled out, we hypothesise that PrP€ as well as other
proteins (e.g. GRP78) may cooperate with LAG3 in neuronal
«-synuclein transport. This is also relevant if considered that
the absence of LAG3 does not fully impair «-synuclein
protofibril transport in vitro and in vivo [48].

Although not described for other fibrillar peptides, PrP®
has been reported as a receptor for A3 (see above). The pres-
ent study indicates that PrP¢ might contribute to enhanced
binding of a-synuclein fibrils to the plasma membrane, in line
with other studies, reporting an increased level of binding
between A and PrPC during ageing in several mouse models
of Alzheimer’s disease [15]. In addition, our data suggest that
the CC domain actively participates in a-synuclein binding.
Residues located in the CC domain (aa 90110 or aa 91-115)
have been involved in binding with -amyloid [64, 53] in
cooperation with the N-terminal residues 23-58 [53]. As these
PrP“ domains have been revealed as putative pharmacological
targets for Alzheimer’s disease [65—67], our data might also
enhance the eligibility of PrP as a putative target to modulate
«-synuclein expansion.
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Supplementary Fig. 1.

IS5KDa -
a-synuclein

17KDa *

a-b Electron microscopy photomicrograph illustrating recombinant mouse a-
synuclein fibers in aggregated stage (a) and after sonication procedure (b). ¢ Western
blot of sonicated a-synuclein fibers. Note the appearance of the = 17 kDa band as
well as the = 35 kDa band typical of non-monomeric a-synuclein. Similar band
pattern was observed in the case of human a-synuclein fibrils d-e Low power
photomicrographs illustrating p-a-synuclein staining in sham-operated (d) and mouse
a-synuclein-operated (e) Prnp** mice. p129S/81A p-a-synuclein labelling can be seen
in parietal and cingular neocortex, hippocampus, mamillothalamic tract, fornix,
globus pallidus, caudate putamen and white matter. However, after injection, p-a-
synuclein deposits as LBL or LNL aggregates (arrowsin e) can clearly be seen over the
background using the p129S/81A antibody. f-g High power photomicrographs
illustrating p-a-synuclein LBL after mouse fibril injection in neocortex (f) or amygdala
(g). Abbreviations: A, amygdala; CP, caudate putamen; EC, entorhinal cortex; GP,
globus pallidus; H, hippocampus; T, thalamus. Scale bar: d = 500 um pertains to e; f =
25 pm pertains to g.
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Supplementary Fig. 2.
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Analysis of mouse a-synuclein transport using microfluidic devices. a-b Examples of
Fluo4-AM labelling (FITC optics) of microfluidic devices after 7 DIV. Note the
difference in the number of labelled axons between (a) and (b) in the
microchannels. c Example of western blotting of a-synuclein in a device without
relevant interconnection reservoirs (a case). Two different exposures (10 seg and 4
min) are shown in the panel. Note the presence of a very pale band of a-synuclein in
the B cell extract (asterisk) only detectable after 4 min of exposure. In these cultures,
no endogenous oa-synuclein labelling was observed, demonstrating detected a-
synuclein in B derived from interneuronal transport of exogenous a-synuclein
protofibrils as also demonstrated in a-synuclein (Fig. 4a-d) p-a-synuclein staining
(Fig. 3e-h, Supplementary Fig.3). Anti-B-tubulin was wused for protein
characterization. Scale bar: a = 400 um pertains to b.
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Supplementary Fig. 3.

Analysis of human a-synuclein fibril transport using microfluidic devices. a 2D
representation of the two PDMS devices used in the present study. b-g Primary
cortical cultures of Prnp*/* were maintained in the devices for 5-7 days. Then human
recombinant a-synuclein was added to A reservoir (asterisk) (b,d,f), neuronal
presence of p-a-synuclein in A was analysed (c), and their transport to B reservoir
was analysed with p-a-synuclein immunocytochemistry (d-g). b-c Examples of
double-labelled neurons (TUJ1/p-a-synuclein) in A reservoir (indicated with camera
icon) showing p-a-synuclein labelling as LBL (arrows in b and c). d-g Examples of p-a-
synuclein-labelled neurons and axons (TUJ1-positive, arrows) in B reservoir (indicated
with camera icon). Scale bar: b and f = 40 um pertains to c-e and g, respectively.
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Supplementary Fig. 4.
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Overexposed (15 min) uncropped films showing the absence of a—synuclein in
cultured media of B in contrast to A reservoir, indicating the absence of fluidic flux
between reservoirs illustrated in Fig. 3i.
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Supplementary Fig. 5.
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a Western blot illustrating the overexpression of the different PrP¢ constructs (AF35,
AHR, ACC, and PrP€) in HEK293 cells. The cellular distribution of the constructs in the
plasma membrane can be seen in [54] b Histogram illustrating the activation of
caspase 3 by the different PrP¢ constructs (including ACD and ACR constructs). Data
represent the mean = S.E.M. of three different experiments. *** P < 0.01, ANOVA

Bonferroni post hoc test.
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Capitulo II:

Disease-specific changes in Reelin protein and mRNA in the
neocortex and cerebrospinal fluid in neurodegenerative
dementias

Laura Urreal”, Laia Liddn¥" Franc Llorens?, Pau Pastor?, Inga Zerr?, Daniel Alcolea*,
Alberto Lleé*, Rosalina Gavin?, Isidre Ferrer®, José A. Del Rio%"*

Resumen:

Reelina es una glicoproteina secretable implicada en el neurodesarrollo. En el cerebro
adulto, Reelina participa en la plasticidad sindptica, aprendizaje y memoria.
Consecuentemente, alteraciones en la expresion de Reelina da lugar a fallos en la
sinapsis o a la neurodegeneracion. Reelina puede ser escindida por distintas proteasas
dando lugar a varios fragmentos. El fragmento de 180kDa detectado mediante
inmunoblot correlaciona con la forma activa de Reelina presente en muestras
humanas.

Anteriormente, se han estudiado los niveles de Reelina en el liquido cefaloraquideo
(LCR) en la enfermedad de Alzheimer (EA). Aunque varios grupos han reportado
resultados contradictorios respecto a los niveles de Reelina en la EA comparado con
los casos controles. Recientemente, se ha publicado un aumento de los niveles del
RNA (del inglés ribonucleic acid) mensajero (mRNA) en la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob esporadica (sCJD).

En este estudio, se ha determinado los cambios de la proteina Reelina y de su mRNA
en distintas enfermedades neurodegenerativas. Se han estudiado los niveles de la EA,
demencia por cuerpos de Lewy (DLB, del inglés dementia with lewy bodies), la
enfermedad de Parkinson (EP) y la sCJD tipo 1 y 2. Por un lado, se ha observado un
aumento del mRNA en la neocorteza de sCJD tipo 1 y una reduccidn de los niveles en
DLB. Ademas, los niveles del mRNA de Reelina tienden a subir en la EA. Por otro lado,
el analisis por densitometria de la banda 180 kDa de Reelina revela que los niveles
proteicos presentan un aumento en sCJD tipo 1 y un descenso estadisticamente
significativo en la EA. Los niveles de Reelina en la EP se mantienen y en DLB tienden a
bajar.

Los niveles bajos de Reelina en la EA y DLB pueden correlacionar con la progresién de
la enfermedad. Contrariamente, se ha observado un aumento de Reelina en sCIJD.
Estas diferencias probablemente se deben a las diferencias de los procesos
inflamatorios que se desencadenan en cada enfermedad.
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Abstract

Reelin is an extracellular glycoprotein that plays crucial roles during development and
synapse plasticity of the central nervous system (CNS). Reelin levels in adult brain must
be maintained to a certain level to ensure neural homeostasis since its decrease may
lead to synaptic dysfunction or neurodegeneration. Indeed, levels changes of Reelin in
biological fluids (i.e., cerebrospinal fluid (CSF)) has been analyzed during
neurodegeneration (typically Alzheimer’s disease (AD)) with conflicting results. In the
present study, we expand this analysis to determine changes in Reelin and Re/n mRNA
in AD, Dementia Lewy Bodies (DLB), Parkinson’s disease (PD) and Creutzfeldt-Jakob
disease (sCJD).
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Introduction

The extracellular glycoprotein Reelin plays relevant roles during development, circuit
maturation and synapse maintenance of the central nervous system (CNS)[1-3]. The
full length Reelin protein (420 kDa) is cleaved by several extracellular proteases at two
sites to generate smaller N-term proteolyzed peptides of 310 kDa and 180 kDa,
together with a 190 kDa central domain peptide and additional lower molecular weight
C-term peptides. Thus, presence of active form of Reelin in biological samples
correlates with the amount of a =180-190 kDa band in Western blots using N-term
directed antibodies (i.e., 4G10 or 142). Reelin levels in adult brain must be maintained
to a certain level to ensure neural homeostasis since its decrease may lead to synaptic
dysfunction or neurodegeneration. Indeed, levels changes of Reelin in biological fluids
(i.e., cerebrospinal fluid (CSF)) has been analyzed by several groups during
neurodegeneration (typically Alzheimer’s disease (AD)). These studies report either
decreased[4], increased[5][6] or unchanged([7,8] levels of Reelin between AD vs
controls cases. In addition to this, very few data is published describing putative Reelin
changes in other neurodegenerative diseases (i.e., Dementia with Lewy bodies (DLB) or
Parkinson’s disease). In a recent publication[9], our group developed a “pilot” study
with low number of samples analyzing the changes in ReIn mRNA levels in sporadic
Creutzfeldt-Jakob disease (sCID)[9]. In the present study, we expand our study
exploring in detail the putative changes of Reelin and Reln in both the neocortex and
CSF in AD, DLB or Parkinson’s disease (PD) and in type | and Il sCJD compared to
control samples. Results indicate an increase of Reln in brain parenchyma between
sCID(I) and nsCID (P = 0.0817) and a reduction between DLB and non-
neurodegenerative (NND) subjects (P = 0.0591). Reln levels were similar between AD
and nAD. Densitometric analysis of the ~ 180 kDa band of Reelin revealed an increase
in sCID(I) (P = 0.0817) and, surprisingly a statistically significant decrease in AD (P =
0.0045).

Methods

Human samples

The brains of control and patients with sCJD, PD, AD and DLB were obtained from 3 to
8 h after death and were immediately prepared for morphological and biochemical
studies (Supplementary Table | sCID; Supplementary Table Il for PD, Supplementary
Table Il for DLB and Supplementary Table IV for AD). CSF from AD, PD, DLB and sCJD
was collected and processed as indicated (REF). The main clinical and pathological
characteristics of postmortem samples are summarized in Table I-IV. For biochemical
studies, samples of the frontal cortex were frozen in liquid nitrogen and stored at -
802C until use. For neuropathological diagnosis, 4% formalin-fixed, formic acid-treated
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samples were embedded in paraffin. The neuropathological study was carried out on
de-waxed 4-um-thick paraffin sections of the frontal (area 8), primary motor, primary
sensory, parietal, temporal superior, temporal inferior, anterior gyrus cinguli, anterior
insular, and primary and associative visual cortices; entorhinal cortex and
hippocampus; caudate putamen and globus pallidus; medial and posterior thalamus;
hypothalamus; Meynert nucleus; amygdala; midbrain (two levels), pons and bulb; and
cerebellar cortex and dentate nucleus. The sections were stained with hematoxylin
and eosin, Kliver Barrera, and, for immunohistochemistry to glial fibrillary acidic
protein (Dako, Glostrup, Denmark, dilution 1:250), CD68 for microglia (Dako, dilution
1:100), B-amyloid (Boehringer, Ingelheim, Germany, dilution 1:50), tau AT8
(Innogenetics, Ghent, Belgium, dilution 1:500), BIB-crystallin (Abcam, Cambridge, MA,
USA, dilution 1:100), B-synuclein (Millipore, Buillerica, MA, USA, dilution 1:500),
ubiquitin (Dako, dilution 1:200), and PrP¢, (clone 3F4, Dako, dilution 1:1000) with and
without proteinase K pre-incubation).

Western blotting and guantification

Samples from different sources were processed for western blot. In each detection,
randomly selected control and patient-samples were included. The collected samples
were homogenized in (10% wt/vol) of 50 mM Tris-HCl, pH 7.4/150 mM NaCl/0.5%
Triton X-100/0.5% Nonidet P-40 and a mixture of protease and phosphatase inhibitors.
After this, samples were centrifuged at 15,000 g for 20 minutes at 42 C. The resulting
supernatant was normalized for protein content using BCA kit (Pierce). Cell extracts
were boiled at 962 C for 3 minutes, followed by 6% SDS electrophoresis, and
electrotransferred to nitrocellulose membranes for 2 hours at 42 C. Membranes were
then blocked with 5% not-fat milk in 0.1M Tris-buffered saline (pH. 7.4) for 2 hours and
incubated overnight in 0.5% blocking solution containing primary antibodies (4G10;
1:1000 diluted. After incubation with peroxidase-tagged secondary antibodies (1:2000
diluted), membranes were revealed by ECL-plus chemiluminescence western blot kit
(Amershan-Pharmacia Biotech). In our experiments, each nitrocellulose membrane
was used to detect Reelin (4G10, Millipore) and tubulin (1:5000; Sigma). For
guantification, developed films were scanned at 2,400 x 2,400 dpi (i800 MICROTEK
high quality film scanner), and the densitometric analysis was performed using
Quantity One Image Software Analysis (Biorad). Statistical analysis of the obtained data
was performed using Kruskal-Wallis test (Multiple comparison test) or Mann-Whiney
test (Paired sample comparison) using GraphPad Prism 5.0c software (Mac OS X,
Grahpad). Data are presented as mean + standard deviation (SD). Differences between
groups were considered statistically significant at * P < 0.1; ** P < 0.05.
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RT-gPCR

Quantitative real time PCR was performed on total RNA extracted with mirVana’s
isolation kit (Ambion, Austin, TX, USA) from the cortex of human samples. Purified
RNAs were used to generate the corresponding cDNAs, which served as PCR templates
for mRNA quantification. 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 (952 C for 10 minutes) followed by 40 cycles of denaturation-
annealing-extension (952 C for 10 minutes, 722 C for 1 minute, 982 C continuous).
mRNA levels were calculated using the LightCycler 480 software. Data were analyzed
with SDS 1.9.1 Software (Applied Biosystems) following the 244" method of Applied
Biosystems. Primers were as follows: Reln (5’- actctgtcaacagctcaagc -3’) and (5'-
tggtcaattgcccagetttg -3). The results were normalized for the expression levels of the
housekeeping gene, gapdh (5’-aggtcggtgtgaacggatttg-3’) and (5'-
tgtagaccatgtagttgaggtca-3’), which were quantified simultaneously with the target
gene.

Results

As indicated, data analyzing CSF Reelin levels in AD reported diverse results (see
introduction for references). Thus, due that CSF Reelin levels could be affected by
sample storage and handling conditions[10], we aimed to correlate their levels in brain
parenchyma and CSF in different neurodegenerative diseases. First, Western blotting
detection of Reelin using the N-term directed antibodies 4G10 or the ab142 renders
similar band pattern labeling (Figure 1) between the different neurodegenerative
diseases analyzed. Three relevant bands can easily be defined at = 420 kDa, ~ 310 kDa
and ~ 180 kDa (Figure 1). In addition, additional bands of lower molecular weight can
also be seen. The densitometric analysis of the ~ 180 kDa Reelin band in developed
films revealed a statistically significant reduction of Reelin in AD compared to control
samples (Figure 2). In contrast, no changes were observed in PD cases compared to
controls, and a tendency to decreased levels were seen in DLB subjects. With respect
to sCJD, a moderate increase in Reelin were only determined in sCJD(l) cases compared
to nsCID (Figure 2). Next, RT-qPCR experiments of Reln reported a non-statistical
increase of Reln between AD (V-VI) and controls, in contrast to WB data (Figure 3).
Reln increase was also observed between sCJD(I) and controls corroborating, in this
case, WB data (Figure 3). In addition, the tendency observed in DLB sowing a moderate
reduction in Reelin was also corroborated by RT-gPCR quantification.
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Discussion

Our current results, demonstrate a decrease in Reln mRNA and protein in frontal
cortex of AD and DLB. In contrast, increased levels of Reelin were observed in sCJD(l)
and no changes were determined between PD patients and control subjects. With
respect to AD, our data corroborate previous studies indicating decreased levels of
Reelin during aging and neurodegeneration [4,11,12]. Due that decreased Reelin
correlates with cognitive decline in mice models of neurodegeneration, low levels of
Reelin signaling could contribute to the clinical symptoms and pathological progression
in AD and DLB. On the other hand, Reelin levels are increased in CJD. These changes
are likely to be associated with the different astroglial reactivity observed between AD-
DLB-PD and sCJD (i.e., see [13] for details) also following other biomarkers involved in
inflammatory processes [14,15].
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Figure 1. Example of Western blotting determination of Reelin different
neurodegenerative diseases. Brain samples were processed as indicated in Material
and Methods. Notice the presence of the 3 relevant bands 420, 310 and 180 after
incubation with N-term antibody 4G10. Tubulin was included as loading control.
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Figure 2
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Figure 2. Graphs showing the densitometric study of the 180 kDa band of Reelin in

revealed films in different ND. Plots show mean + S.E.M. of each different type of
mouse. Each dot corresponds to one sample. Asterisks indicate statistical differences
between groups. ANOVA Bonferroni post hoc test.
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Figure 3
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Figure 3. Graphs showing the densitometric study of the Reln mRNA levels in different
ND. Plots also show mean + S.E.M. of each different sample. Each dot corresponds to
one sample. Asterisks indicate statistical differences between groups. ANOVA
Bonferroni post hoc test.
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Capitulo llI:

Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and
Experimental Models of Transmissible Spongiform
Encephalopathies

Mata A*, Urrea L*, Vilches S, Llorens F, Thiine K, Espinosa JC, Andréoletti O, Sevillano
AM, Torres JM, Requena JR, Zerr |, Ferrer |, Gavin R, Del Rio JA

Resumen:

Reelina es una glicoproteina que se secreta a la matriz extracelular, es necesaria para
la organizacion citoarquitecténica del sistema nerviosa central. Durante el
neurodesarrollo, las neuronas Cajal-Retzius secretan Reelina para la correcta
laminacion de la corteza. En adultos, Reelina esta sintetizada principalmente por
interneuronas GABAérgicas de la neocorteza y regula la plasticidad neuronal y la
sinaptogénesis. Reelina se une a los receptores VLDLR (del inglés very low density
lipoprotein receptor) y ApoER2 (del inglés apolipoprotein receptor 2) que
desencadenan la cascada de seiializacién. Como consecuencia, Disabled 1 (Dab1) que
es un adaptador citosdlico se fosforila.

Anteriormente, se ha descrito el papel de Reelina en la Enfermedad de Alzheimer (EA)
y se ha reportado que sus niveles de expresidon aumentan en la corteza frontal y en el
liquido cefalorraquideo. Incluso, se han detectado placas amiloides que presentan
Reelina. En este estudio, describimos los cambios de Reelina en las prionopatias.

En cultivos neuronales tratados con péptidos pridnicos recombinantes de humano se
observa un aumento de Reelina. Aunque la fosforilacion de Dabl es anterior al
aumento de Reelina. Adema3s, se identifica que el aumento de Reelina es dependiente
de las especies reactivas de oxigeno que se generan en presencia del pridn in vitro.

El estudio de muestras de corteza frontal de pacientes de Creutzfeldt-Jakob (CJD, del
inglés Creutzfeldt-Jakob disease) demuestra que los niveles de la proteina y RNA (del
inglés ribonucleic acid) mensajero de Reelina aumentan. En animales silvestres
inoculados intracranealmente con distintas cepas de prién proveniente de ratdn se
observa que los niveles de Reelina descienden. Aunque, animales Tg340, que expresan
PrP¢ humana enddgena, después de ser inoculados con extracto de cerebro de CJD
presentan un aumento de los niveles de proteina y RNA mensajero de Reelina.
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Abstract Reelin is an extracellular glycoprotein involved
in key cellular processes in developing and adult nervous
system, including regulation of neuronal migration, synap-
se formation, and plasticity. Most of these roles are medi-
ated by the intracellular phosphorylation of disabled-
1 (Dabl), an intracellular adaptor molecule, in turn medi-
ated by binding Reelin to its receptors. Altered expression
and glycosylation patterns of Reelin in cerebrospinal and
cortical extracts have been reported in Alzheimer’s disease.
However, putative changes in Reelin are not described in
natural prionopathies or experimental models of prion in-
fection or toxicity. With this is mind, in the present study,
we determined that Reelin protein and mRNA levels in-
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creased in CJD human samples and in mouse models of
human prion disease in contrast to murine models of prion
infection. However, changes in Reelin expression appeared
only at late terminal stages of the disease, which prevent
their use as an efficient diagnostic biomarker. In addition,
increased Reelin in CJD and in in vitro models does not
correlate with Dabl phosphorylation, indicating failure in
its intracellular signaling. Overall, these findings widen our
understanding of the putative changes of Reelin in
neurodegeneration.
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Introduction

Reelin is an extracellular matrix protein essential for proper
neuronal migration in laminated areas of the developing brain
[1, 2]. In adulthood, Reelin has been localized in synaptic
terminals (especially from GABAergic interneurons) and im-
plicated in neuronal plasticity [3, 4]. In fact, Reelin actively
participates as a key actor in several neural processes such us
cell survival [5] and synaptic plasticity [6-8] as well as in
pathological conditions such as ischemia [9, 10] and neurode-
generation [11-13]. These results point to the maintenance of
Reelin protein levels as crucial for correct homeostatic balance
in developing and adult nervous system. In neural tissue,
Reelin binds to Apolipoprotein E receptor 2 (ApoER2) and
Very Low-Density Lipoprotein Receptor (VLDLR), trigger-
ing tyrosine phosphorylation of disabled-1 (Dab1), a cytoplas-
mic adaptor protein, by kinases of the Src family [14-17].
Following phosphorylation, Dabl protein recruits the p85x
subunit of phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), stimulating
AKT-phosphorylation, glycogen synthase kinase 33
(GSK3p), and CrkL [18, 19].

Reelin protein levels in the brain could be modified by
several factors such as hormones [20-24], oxidative stress
[25], perinatal stress [26], and exercise [27]. Some of these
conditions (e.g., hormone misbalance and oxidative stress) are
common features in diseases such as schizophrenia [28, 29]
and autism [30], as well as neurodegenerative diseases such as
Alzheimer’s disease [31, 32] and prionopathies [33]. Indeed,
Reelin protein levels are altered in schizophrenia [34] and
autism [35] as well as in Alzheimer’s disease [36-38].
However, very few data have been reported concerning
Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) or related models of infective
transmissible spongiform encephalopathies (TSEs).

Decreased Reelin levels has been reported in aging [39,
40], mild cognitive dementia, and Alzheimer’s disease [36,
41, 42]. Although a low number of Reelin-positive cells
have been reported in aged brains, the Reelin decrease in
Alzheimer’s disease is likely associated with their presence
in senile plaques enriched in aggregated (3-amyloid [24, 43,
44]. In fact, it has been suggested that histologically [39]
and biochemically [12], Reelin binds to oligomeric f3-
amyloid preventing its accumulation in senile plaques.
This is in contrast to other studies indicating increased
levels of Reelin in late stages (Braak stages III-VI) of
Alzheimer’s disease [38]. Nonetheless, current studies sug-
gest that reduced levels of Reelin in Alzheimer’s disease
increases the amyloid burden observed in the disease [7,
12, 45]. In addition, a recent study reports that Reelin pro-
duced in the presence of aggregated 3-amyloid showed
altered glycosylation [46] and therefore was a non-
functional protein [11]. Thus, the combination of low pro-
tein levels and non-functional Reelin may constitute a vi-
cious circle that promotes the progression of the cognitive

@ Springer

impairment in Alzheimer’s disease by diminishing synaptic
function [13, 47] and cytoskeletal stability [11].

As indicated above, very few data on Re/n mRNA or pro-
tein levels are reported in Creutzfeldt-Jakob disease or infec-
tive prionopathies. In fact, only a recent study analyzing
changes in mRNA expression by microarrays in RML-
infected cerebellar organotypic cultures indicated a slight de-
crease in Reln mRNA at late stages (38 and 45 days) post-
infection [48]. This decrease seemed likely to be associated
with the relevant granule cell death triggered by the RML
infection. In a previous study [49], we determined that mimet-
ic peptides in aggregated form of the human sequence of the
cellular prion protein (PrP;os_126) Were able to increase the
phosphorylation of Dab1. In parallel, our studies also pointed
to an increase in Dabl phosphorylation and degradation in
CJD patients, especially in those with prion type I and Met/
Met 129 polymorphism [50]. Thus, high levels of p-Dabl
leading to low levels of Dabl rely on low numbers of [3-
amyloid plaques [50].

Taking this into account and as natural follow-up to our
previous studies, we aimed to explore in the present study
the putative changes of Reelin levels in prionopathies
employing cytotoxicity models using primary neuronal cul-
tures, prion-inoculated mice, and human sporadic CJD post-
mortem samples. Results demonstrate that neurons incubated
with mimetic prion peptides increased Reelin expression like-
ly by reactive oxygen species (ROS) production. In addition,
Reelin and Re/n mRNA are increased in post-mortem samples
of CJD patients as well as in CJD-infected Tg340 mice in
contrast to mice infected with mouse prions.

Materials and Methods
Mouse Strains and Genotyping

Adult male C57B16/129sv-Prnp”® (B6129 Prup”rehl/zrehl
Zurich T) mice were purchased from the European Mouse
Mutant Archive (EMMA, Monterotondo, Italy) [51]. We
backcrossed to C57BL/6J for at least 8 generations to obtain
6-7 % of 129 microsatellites B6.129 Prnp®° and control lit-
termates B6.129 Prup™’*. Specific primers to Prup genotyp-
ing were designed in our laboratory based on the original
P3 and P10 primers as described [51]: neo: 5'-
gecttetategecttettgac-3'; 3' NCnew: 5'-getacaggtggataaccecte-
3" and P10new: 5'-cataatcagtggaacaagcece-3'. 40 cycling con-
dition were 45" 95 °C; 45" 62 °C; 1' 72 °C, followed by a final
extension at 72 °C for 5 min. Prap-overexpressing mice
(Tga20) were purchased from EMMA (Monterotondo,
Italy). They were generated as described by Marek et al.
[52] and backcrossed in our lab with B6.129 Prup®®
mice for 7 generations. For Tga20 mice, the transgene
was detected using primers specific to the Tg20 allele
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S'-caaccgacgtgaagcattctgecta-3' and 5'-cctgggacteettetg
gtaccgggtgacge-3' as indicated [53]. All experiments
were performed under the guidelines and protocols of
the Ethical Committee for Animal Experimentation
(CEEA) of the University of Barcelona, and the proto-
col for the use of animals in this study was reviewed
and approved by the CEEA of the University of
Barcelona (CEEA approval no. 276/16 and 141/15).

Mice Inoculated with Different Prion Strains

As model of mouse prion diseases, we used B6.129
Prup*/* or C57BL/6] intracranially inoculated with
two different mouse-adapted prion strains (22L, Mo-
BSE) or with GPl-anchorless PrPSC as previously de-
scribed [54, 55]. As mouse model of sCJD, we used
the Tg340 mouse line inoculated with sCJD prions
[56]. Tg340 mice were intracranially inoculated with
an sCJD isolate obtained from the UK CJD reference
center in Edinburgh [55]. Briefly, 6- to 10-week-old
female mice were anesthetized and inoculated with
2 mg of brain equivalent (20 ul of a 10 % brain ho-
mogenate) in the right parietal lobe using a 25-gauge
disposable hypodermic needle. The mice were observed
daily and their neurological status was assessed weekly.
When clinically progressive TSE disease was evident,
the animals were killed and their brains collected.
Brains from those animals were dissected and separated
brain zones were frozen at —80 °C. Mouse inoculation
experiments were carried out in strict accordance with
the recommendations in the guidelines of the Code for
Methods and Welfare Considerations in Behavioral
Research with Animals (Directive 86/609EC), and all
efforts were made to minimize suffering. Experiments
were approved by the Committee on the Ethics of
Animal Experiments of the author’s institutions (INIA
and INRA; and University of Santiago de Compostela,
15005AE/12/FUNO1/PAT05/JRR3).

Human CJD Cases

The brains of 26 patients with sporadic CJD were ob-
tained from 3 to 8 h after death and immediately pre-
pared for morphological and biochemical studies. The
main clinical and pathological characteristics are sum-
marized in Table 1. For biochemical studies, samples
of the frontal cortex were frozen in liquid nitrogen
and stored at —80 °C until use. The standard neuropath-
ological study was carried out on de-waxed 4-um thick
paraffin sections of several brain regions (see [50] for
description).

Table 1  Main clinical characteristics of sCJD and control cases in the
western blot study

Case number Gender Age Codon 129 PrP type
CIDI M 25 MM 1
CID2 M 79 MM 1
CID3 F 82 MM 1
CID4 F 63 \'A% 1
CID5 F 54 MM 1
CID6 F 65 MM 1
CID7 M 52 MM 1
CID8 M 61 MM 1
CID9 F 60 MM 1
CID10 M 56 MM 1
CID11 M 74 MM 1
CID12 F 87 MV 1
CID13 F 85 MM 1
CID14 F 70 MM 1
CID15 F 64 MM 1
CID16 M 55 \'A% 1
CID17 M 73 MM 2
CIDI8 F 67 MM 2
CJD19 F 63 MM 2
CID20 F 76 \A% 2
CID21 F 52 \'A% 2
CJD22 M 76 \'AY 2
CJD23 M 71 Vv 2
ClID24 M 66 \A% 2
CJD25 F 70 MV 2
CID26 M 77 MM 2
Controll M 53

Control2 M 43

Control3 M 59

Control4 M 56

Control5 M 43

Control6 M 47

Control7 M 56

Control8 v 65

Control9 F 66

Control10 F 69

F female, M male, MM methionine, V valine, PrP™ type I lower band of
glycosylated PrP*® of 21 kD, fpe 2 lower band of glycosylated PrP* of
10 kD

Primary Embryonic Neuronal Cultures

E15.5-16.5 mouse embryo brains were dissected and washed
in ice-cold 0.1 M PBS containing 6.5 mg/ml glucose. The
meninges were removed and the cortices isolated. Tissue
pieces were trypsinized for 15 min at 37 °C. After the addition
of horse serum and centrifugation, the cells were dissociated
by trituration in 0.1 M PBS containing 0.025 % DNAse with a
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polished pipette. Dissociated cells were plated at ~3000 cells/
mm’ on plates (Nunc, Denmark) coated with poly-D-lysine
(Sigma, UK). The culture medium was Neurobasal supple-
mented with 2 mM glutamine, 6.5 mg/ml of glucose, antibi-
otics, and B27 (Invitrogen-Life Technologies, Belgium). After
72 h, AraC 5 pM (cytosine (3-D-arabinofuranoside hydrochlo-
ride, C6645-100MG, Sigma) was added for 48 h to inhibit the
growth of dividing non-neuronal cells. Cultures contained up
to 95 % neurons (TUJ-1+) and were used after 15 days
in vitro.

PrP106-126) Peptide Treatments

Prion protein fragments 106-126 (human) and scram-
bled prion peptide were from Sigma. Peptides (1 pg/
pl) were dissolved in PBS 0.1 M and allowed to spon-
taneously aggregate at room temperature for 5 h and
checked at electron microscopy. After aggregation,
PrP16-126) or scrambled peptides were added to the
cortical cultures, which were incubated over a range of
times from 30 min to 4 days. Afterward, the culture
medium was collected at 4 °C and peptide-treated cells
were scraped in homogenization buffer containing
150 mM NaCl, I mM EDTA, 10 % glycerol, 1| %
Triton X-100, protease inhibitor cocktail (Roche
Farma), and phosphatase inhibitors (10 mM tetrasodium
pyrophosphate 200 uM sodium orthovanadate, and
10 mM sodium fluoride). NADPH oxidase-inhibitor
DPI (diphenyleneiodonium chloride) (10 puM) and N-
acetyl-L-cysteine (NAC) (20 mM) were from Sigma.

Determination of Cell Death

Cell death was assessed using a propidium iodide (PI,
Sigma-Aldrich) [57]. Briefly, shortly after treatments in
24-well plates, 30 pM PI was added to each well. PI
fluorescence was measured using a FL600 Microplate
Fluorescence Reader (BioTeck). Spectrofluorometer analy-
sis and settings were as follows: 530-nm excitation, 645-
nm emission, and data were recorded in relative fluores-
cence units. As an index of cell death that was not related
to actual differences between samples, baseline fluores-
cence F | was measured 1 h after addition of PIL.
Subsequent fluorescence readings were taken at several
time points (F ,) after the onset of the experiment, keep-
ing the cells in the incubator between measurements.
Finally, the cells were permeabilized for 10 min at
37 °C with 500-uM digitonin (Sigma Aldrich) to obtain
the maximum fluorescence (100 % of cell death or F' ,,.,).
The percentage of cell death (%CD) was calculated as
follows: %CD = 100 % (F, — F)/(Fnax — F1) [57].
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Western Immunoblot

Samples from different sources were processed for western
blot, including human post-mortem samples, mice cortical
extract, and cultured cells. The collected samples were ho-
mogenized in (10 % w/v) of 50 mM Tris—HCI, pH 7.4/
150 mM NaCl/0.5 % Triton X-100/0.5 % Nonidet P-40 and
a mixture of protease inhibitor cocktail (Roche) and phospha-
tase inhibitors (10 mM tetrasodium pyrophosphate, 200 uM
sodium orthovanadate, and 10 mM sodium fluoride). After
this, the samples were centrifuged at 15,000xg for 20 min at
4 °C. The resulting supernatant was normalized for protein
content using BCA kit (Pierce). Cell extracts were boiled at
96 °C for 3 min, followed by 6 % SDS electrophoresis, and
electro-transferred to nitrocellulose membranes for 2 hat4 °C.
Membranes were then 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
(1:2000 diluted), the membranes were revealed by ECL-plus
chemiluminescence western blot kit (Amershan-Pharmacia
Biotech). In our experiments, each nitrocellulose membrane
was used to detect reelin (4G10, Millipore), ApoER2
(Milipore), VLDL (Mlllipore), 3-actin (1:10,000; Sigma), or
tubulin (1:5000; Sigma) PrP€ levels. For Dabl immunopre-
cipitation, 1000 g of total protein was incubated with «Dab1
(Exalpha Biologicals, Watertown, MA, USA) at 4 pg in
500-ul total volume overnight at 4 °C. Afterward, immune
complexes were precipitated using Protein-G-Sepharose
(Amersham-Pharmacia Biotech; Barcelona, Spain) at 4 °C
for 90 min. After centrifugation, proteins were eluted in
twice-concentrated Laemmli sample buffer at 96 °C for
5 min, followed by 10 % SDS-PAGE and immunoblotting
using the anti-phosphotyrosine 4G10 (Upstate
Biotechnology Inc., NY, USA). The membranes were re-
probed with ab7522 antibody for total Dabl detection
(Abcam, Cambridge, MA, USA) [49, 50].

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction

Quantitative real-time PCR was performed on total RNA ex-
tracted with mirVana’s isolation kit (Ambion, Austin, TX,
USA) from the cortex of CJD patients or from Tg340 mice.
Purified RNAs were used to generate the corresponding
c¢DNAs, which served as PCR templates for mRNA quantifi-
cation. Two different sets of primers were used. First for the
Tg340 mice, quantitative RT-PCR assays were performed in
duplicate on ¢cDNA samples obtained from the retro-
transcription reaction diluted 1:20 in 384-well optical plates
(Kisker Biotech, Steinfurt, GE) using the ABI Prism 7900 HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems). The reac-
tions were carried out using 20x TagMan gene expression
assays for genes and 2x TagMan Universal PCR Master Mix
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(Applied Biosystems). The reactions were conducted using
the following parameters: 50 °C for 2 min, 95 °C for
10 min, 40 cycles at 95 °C for 15 s and 60 °C for
I min. The fold change was determined using the
Eq. 27 22€T. Similar results were obtained using two dif-
ferent housekeeping genes for normalization (HPRT and
GUSB). The assay numbers of RT-qPCR analysis were
Mm00465200 ml and Mm00465231 ml for Reelin,
Mm00446968 m1 for HPRT, and Mn00446958 g1 for
the GUSB housekeeping genes.

For the human CJD samples, PCR amplification and detec-
tion were performed with the ROCHE LightCycler 480 detector,
using 2x SYBR GREEN Master Mix (Roche) as reagent, fol-
lowing the manufacturer’s instructions. The reaction profile was
denaturation-activation cycle (95 °C for 10 min) followed by
40 cycles of denaturation-annealing-extension (95 °C for
10 min, 72 °C for 1 min, 98 °C continuous). mRNA levels were
calculated using the LightCycler 480 software. Data were ana-
lyzed with SDS 1.9.1 software (Applied Biosystems) following
the 222" method of Applied Biosystems. Primers were as
follows: Reln (5'-actctgtcaacagctcaage-3') and (5'-
tggtcaattgeccagetttg-3"). The results were normalized for the ex-
pression levels of the housekeeping gene, gapdh (5'-
aggtcggtgtgaacggatttg-3') and (5'-tgtagaccatgtagttgaggtca-3'),
which were quantified simultaneously with the target gene [58].

Immunohistochemistry and In Situ Hybridization

In situ hybridization was carried out as described previ-
ously [59] on 40-pum frozen adult brain sections. Both

sense and antisense riboprobes were labeled with
digoxigenin according to the manufacturer’s instructions
(Roche Farma). For the immunohistochemistry studies
of frozen brain sections, tissue was incubated with pri-
mary antibodies overnight, followed by appropriate sec-
ondary antibodies. Tissue binding primary antibody was
detected using the ABC method. Briefly, free-floating
sections were rinsed in 0.1 M PBS, and endogenous
peroxidase activity was blocked by incubation in 3 %
H>0, and 10 % methanol dissolved in 0.1 M PBS.
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 were incubated
for 24 h at 4 °C with the primary antibody: o-calbindin
and «-parvalbumin (1:2000 diluted; Swant Antibodies,
Switzerland). After that, sections were incubated with
secondary 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 % hydro-
gen peroxide. After rinsing, sections were mounted onto
slides, dehydrated, and cover-slipped with Eukitt™
(Merck). Samples were photo-documented using an
Olympus BX61 microscope equipped with a cooled dig-
ital DP72L camera. For cell counting, the radial distri-
bution of Reln-, calbindin-, or parvalbumin-positive cells
was analyzed. Positive cells in individual layers were
counted with a x20 objective in 500-pum thick vertical
strips covering the entire radial extent of the neocortex.
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Densitometry and Statistical Processing

For quantification, developed films were scanned at
2400 x 2400 dpi (1800 MICROTEK high-quality film
scanner), and the densitometric analysis was performed
using Quantity One Image software analysis (Biorad,
Windows) and the Gel-Pro analyzer (Media Cybernetics,
Windows). Statistical analysis of the obtained data was
performed using Bonferroni post hoc test (Multiple com-
parison test) using GraphPad Prism 5.0c (Mac OsX,
Grahpad). Data are presented as mean + standard error
of the mean (S.E.M.). Differences between groups were
considered statistically significant at *P < 0.05.

Results

Adult Cortical Levels of Reelin Are Not Modified
by Changes in Prup Dosage

Endogenous levels of Prap are reduced around 50 % in CJD
patients [60]. This differs from what is reported in infected
mice [61]. Therefore, we aimed to determine putative changes
in the presence of Reelin in CJD patients and infection models
and to determine whether Prnp expression levels correlated
with changes in Reelin protein levels (Fig. 1). Cortical brain
extracts from Prnp®®, Prup*”™, and Tga20 mice were proc-
essed for reelin detection with western blotting (Fig. la, b).

Fig. 2 a Time course of Reelin, | 1DOT ” 4 DOT |
ApoeR2, and VLDL expressions
in cortical cultures exposed to = M= = = = untreated
80 uM aggregated PrP(;06 126) = - - - + - PBS0.1M b
for 24 h and 4 days. Tubulin and a = = = o -  scrambled
actin were used as control loading = = = * = = = + PiPues
protein. b Graph of the
densitometric values of ApoeR2 420 kD
. c
and YLDLR levels in the o-Reelin § 7
experiment. Plots show (G10Ab) g%
mean'i S.E.M. of five different 180 kD § 5
experiments. ¢ Dab1 <3
phosphorylation in the presence = % e
of PrP196-126) in reeler-derived 50KD | — o C-TUbUlin [ ©
neurons. The quantification of
5 % _ 160 kD - — —
experiments is shown in d. Plots 140 kD 2 : - : _- a-ApoeR2 e 2
show mean + S.E.M. of two 0 @0 P P
i : * 100 kD -VLDLR o & F > & &
different experiments. *P < 0.05, o quo o 8(\ & £
ANOVA Bonferroni post hoc test. : 2 )
e Graph of the percentage of the | 40KD SNBSS SNBSS S S S == o-Actin | 1DOT 4DOT
PI fluorescence measures of
PrP(106-126) treated cultures. c
Plots show mean + S.E.M. of WikiType: | (Bocker d
three different experiments. f % = B scrambled
Western blot determination of s g oW PrPi0s-126) _‘é .
reelin protein levels in primary g g
neuronal cultures after PrP ;6 soko W ~ a-pDabt B30
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120 treat [ -
treated with 80 M PrP 06 126) 80%0 % £ o5
peptide for one in absence or 80 kD NS -Dab1 input 2
presence of NAC and DPI (see 40 kD _ a-Actin input I I
the “Material and Methods™ Prpuos = 2 3+
section for details). Tubulin was Wiid Type Reeler
used as control loading protein
e N f -+ -+ +  PrPuosize)
g W PrPios-126) - - - - i + NAC
8 @ scrambled 2 = + + - - ppI
a
5 420 KD m—— - — -
o
g o-Reelin
8 (G10 Ab)
o
o 2
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= v T T T T 180 kD " - — -
& & \° .\’h‘\ S oS & q
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Results indicated no statistically significant differences in
Reelin content between genotypes although Prnp®® showed
a ~ 6 % increase compared to wild type ((1.204 + 0.19
(Prnp"/") vs 1.128 + 0.055 (Prnp”Jr) vs 1.065 + 0.215
(Tga20); mean + S.E.M.) (Fig. Ib). Next, we aimed to corrob-
orate these results by analyzing Re/n mRNA expression in the
neocortex of Prup”" and Prnp”+ with in situ hybridization
(Fig. 1c—e). Qualitative (Fig. lc, d) and quantitative (Fig. le)
data corroborated that there were no relevant differences in the
Reln mRNA expression between the two genotypes.

Increased Reelin Expression in PrP;6_126)-Treated
Primary Cortical Neurons Does Not Correlate
with Activation of the Reelin Pathway

Peptides mimicking prion sequences (e.g., human or mouse)
have been used as models of prion-mediated cytotoxicity for
many years [62—-65]. Thus, we aimed to check the effects of
PrP 106126 in modifying Reelin protein levels in primary cor-
tical neurons (Figs. 2 and 3). First, to avoid the effects asso-
ciated with low endogenous expression of PrP¢ levels, these
were determined in primary cortical cultures at several days
in vitro (DIV) in order to establish the appropriate time win-
dow for treatments (Supplementary Fig. 1). Reasonable levels
of PrP€ in cultures were detected after 12-15 days in vitro
(Supplementary Fig. 1). In a second set of experiments, corti-
cal neurons were maintained in vitro for 15 DIV and incubated
with 80 uM aggregated PrP 06126, [66] for 30 min, 1 day,
and 4 days, and Reelin expression levels were analyzed
(Figs. 2a and 3). Parallel cultures were incubated with scram-
bled peptide, 0.1 M PBS, untreated as internal controls
(Fig. 2a). In addition, levels of Dabl phosphorylation were
also checked after PrP ;o6 126 treatment (Fig. 3). Results in-
dicate that in the treated cultures, the upper band of 420 kD

[ somn | [ 1por | [ 4por |

I & - = ¥ PrPuean

and the lower band of 180 kD of cellular Reelin could be
easily distinguished in protein extracts (Fig. 2a and 3). In
addition, they showed a 1.25-fold increase in total Reelin at
24 h after PrP(106 126, treatment (P < 0.05, # = 2.819, 95 %
confidence interval of diff. = —08.699 to 0.04990 (1 vs | day +
PrP106 126 )); ANOVA Bonferroni post hoc test (Fig. 3). This
Reelin increase can be seen, albeit reduced, 4 days after treat-
ment (1.21-fold increase) (P < 0.05, 1=3249, 95 % confidence
interval of diff. =—0.7222 to —0.009744 (4 vs 4 day + PrP o6
126)) ANOVA Bonferroni post hoc test) (Fig. 3). Surprisingly,
this increase in Reelin is delayed with respect to the increase in
p-Dabl and degradation (Fig. 3). Indeed, increased p-Dabl
was observed shortly after 30 min of incubation with
PrP 06 126) (Fig. 3). This happens prior to the Reelin increase
(24 h) suggesting that early Dabl phosphorylation is not me-
diated by Reelin (Fig. 3). In addition, this data suggests that
these changes in Reelin do not correlate with increased
Reelin-mediated signaling. This was also corroborated by an-
alyzing ApoER2 levels [67]. Changes in ApoER2 levels are
modulated by Reelin signaling [67]. However, ApoeR2 and
VLDLR levels remained constant during these periods, except
after 4 days in vitro, they were slightly changed without
reaching statistical signification (Fig. 2b). Quantification of
ApoeR2/Actin ratio was 0.62 + 0.02 (untreated) vs
0.41 = 0.09 (PrP(106-126)) 1 day of treatment
(mean + S.E.M.) and 0.34 + 0,03 (untreated) vs 0.59 + 0.09
(PrP(106 126)) 4 days of treatment (mean = S.E.M.).
Quantification of VLDLR/Actin ratio was 0.69 + 0.06
(untreated) vs 0.49 £ 0.09 1 day of treatment
(mean = S.E.M.) and 0.53 + 0.06 (untreated) vs 0.70 + 0,10;
4 days of treatment (mean = S.E.M.). Changes after 4 days
might reflect changes in cell death due to the amyloid treat-
ment. In fact, a higher level of cell death was monitored by
using propidium iodide uptake in PrP;6 126)-treated cultures
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Fig. 3 a Parallel determination of reelin, p-Dabl, and Dabl levels in
primary neuronal cultures after PrPo4_126) treatment. Cultures were
treated with 80 uM PrPyo4_126) peptide for the times indicated (30 min,
1 day, and 3 days). Reelin-probed membranes were immunoblotted using
antibodies against tubulin for standardization. The phosphorylated form

of Dabl was analyzed by immunoprecipitation and western blotting.
Membranes were re-probed with an antibody against total Dabl. b
Graph of the densitometric values of reelin and p-Dabl levels. Plots
show mean + S.E.M. of three different experiments
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compared to controls (PI staining = 62.65 + 5.16, PrP 46126,
vs 43.77 £ 3.23, scrambled, at 96 h of treatment) (Fig. 2¢).
Next, in order to determine whether the fast Dabl phosphor-
ylation observed after peptide treatment is related with Reelin,
we processed primary neuronal cultures obtained from reeler
mice. Treatment of reeler-derived cortical neurons lacking
reelin with PrP( 06 126, is also able to increase p-Dabl
(0.293 + 0.0159 (scrambled) vs 0.498 + 0.033 (PrP(;06-126))s
mean + S.E.M., P <0.05, 1=3.381, 95 % confidence interval
of diff. =—0.398 to —0.010; ANOVA Bonferroni post hoc test)
(Fig. 2c, d), reinforcing the notion that the presence of reelin is
not mandatory in the increased p-Dabl levels mediated by
PrP(106 126). Increased kinase activity and high levels of
ROS have been described after prion infection [33, 66,
68-70] and in sCJD patients [33]. Thus, we aimed to explore
whether ROS generation in treated cultures participates in the
observed changes in Reelin expression. Results showed that
the ROS scavenger NAC and the NADPH oxidase inhibitor
DPI are able to block Reelin increase mediated by PrP;6_126)
(Fig. 2f).

Decreased Reelin Protein Levels in Prion-Inoculated Mice

Prap*”* were inoculated with 22L or Mo-BSE prions, and
cortical levels of Reelin were determined in cortical extracts
of terminal mice (137138 days (22L) and 201-202 days
(Mo-BSE)). Developed film demonstrated a decrease in
Reelin levels in 22L-inoculated mice (0.5360 = 0.028 (non-
inoculated) vs 0.2990 = 0.055 (22L inoculated),
mean + S.E.M., P < 0.05, 1 =4.943; 95 % confidence interval
of diff. = 0.1188 to 0.4091; ANOVA Bonferroni post hoc test)
(Fig. 4). Mo-BSE-inoculated mice also showed reduced
Reelin content compared to non-inoculated mice
(0.3510 + 0.026 (Mo-BSE inoculated), mean + S.E.M.,
P<0.05, 1=3.602; 95 % confidence interval of diff. = 0.0525
to 0.3755 (Fig. 4). This decrease in Reelin could be due to a
decrease in Reelin-expressing cells in affected brains. Thus,
terminal prion-inoculated mice (Prnp*”") and time-matched
Prup®® inoculated mice were histologically processed to
Reln with in situ hybridization (Fig. 5). Cell counts of revealed
sections demonstrated that neither the distribution nor the total
number of Reln-positive cells was significantly modified in
the neo cortex of the inoculated mice compared with the con-
trols (Fig. 5). As Reelin is expressed mainly by cortical inter-
neurons in adult cortex (mainly in calbindin, calretinin, NPY-,
and somatostatin- but rarely on parvalbumin-, cholecystoki-
nin-, or VIP-positive interneurons) [71], we also analyzed the
number of calbindin- and parvalbumin-positive interneurons
in the neocortex of inoculated and control mice. Results
showed similar numbers of calbindin-positive cells in inocu-
lated and non-inoculated mice (Fig. 5b-h). In contrast, the
number of parvalbumin-positive cells decreased slightly
(=16.3 %) in layers IV-VI of Prup™*-inoculated mice
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dot corresponds to one mouse. Asterisks indicate statistical differences
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(Fig. Sc—i) corroborating previous results [ 72]. Taken together,
these results indicate that a direct effect of changes in Reelin
protein levels on non-pyramidal neuron populations in inocu-
lated mice is unlikely.

Changes in Reelin Expression in CJD Post-Mortem
Samples and CJD-Inoculated Mice

Total levels of Reelin and Re/n mRNA changes were analyzed
in human post-mortem samples of frontal cortex of CJD pa-
tients (Tables 1 and 2; Fig. 6). Although the data did not reach
a P value <0.05 (Type 11 vs control; = 0,6165; 95 % confi-
dence interval of diff. = —0.312 to 0.421; ANOVA Bonferroni
post hoc test), the results indicated a tendency of higher level
of Reelin in CJD patients, especially in type II (5.450 + 0.490
(type 11) vs 4.973 +0.490 (type I) vs 4.203 £ 0.4214 (control))
(Fig. 6b). This tendency in CID patients was also corroborated
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Fig. 5 a-f Low power Prnp** Inoc. | |

Prnp90 Inoc. |

photomicrograph illustrating the
distribution of Reel- (a. d),
calbindin- (CALB) (b, e), and
parvalbumin (PARV) (¢ .f) -
positive neurons in the neocortex
of inoculated Prap™ and Prup™°
mice. g-i Radial distribution of
Reln- (g), calbindin- (S.E.M.),
and parvalbumin (i)-positive
neurons in Prap”™® and Prap™”*
adult inoculated mice. Calbindin-
positive cells were ascertained as
interneurons for quantification.
Cortical layers are indicated in the
S.E.M. axis. Layer Vla + VIb
were grouped. Bars represent the
mean + S.E.M. of the total
number of cells counted in eight
consccutive sections of two
(Pmp*” ) and seven (Prnp"/ &)
mice. No statistical differences in
the numbers of positive cells were
seen between genotypes, except
for parvalbumin-positive cells
located in layers IV-VI)

by RT-gPCR (1.693 = 0.382 (type II) vs 1.703 £+ 0.5125 (type
I) vs 1.090 £ 0.2050 (control)) (Fig. 6¢). In parallel, we also
aimed to determine mRNA levels of Reln in the cerebral cor-
tices of Tg340 mice inoculated with human Met/Met PrP type
1 inoculum (Fig. 6d). Tg340 mice inoculated with sCJD
showed a faster evolution of the infective process (around
180 days post-inoculum (DPi)) than 22L in Mo-BSE infected
mice). In addition, they showed increased levels of Reln
mRNA at these days post-inoculation (Fig. 6d)
(0.1245 + 0.013 (Con) vs 0.2210 + 0.026 (CJID);
mean + S.EM., 1.71 + 0.23-fold increase; P = 0.0141;
t = 3.248; 95 % confidence interval of diff. = — 0.79 to
0.244). In previous DPi, asymptomatic mice (120 DPi) or
those with few symptoms (160 DPi), levels of Reelin were
identical to control mice (Fig. 6d). Unfortunately, processing

= Pmp i
M Prnp 000

10 20 30 40 50
Number of Reln-positive cells

=1 Prnp Mt
M Prnp 000

|_|

0 10 20 30 40 50 60
Number of CALB-positive cells

O p,-np+/+
M Prp 0/0

0 20
Number of PARV-positive cells

3 40 5 60

of paraffin-embedded Tg340 mice or post-mortem (CJD) hu-
man samples with formic acid impairs the use of current anti-
bodies against Reelin or Reln mRNA detection to expand
these biochemical data histologically.

Discussion

The glycoprotein Reelin plays relevant roles during develop-
ment, maturation, and adult synapse maintenance of the ner-
vous system. In addition, it plays a neuroprotective role in
Alzheimer’s disease against 3-amyloid-associated cytotoxici-
ty [12, 47]. Unfortunately, its presence in brain parenchyma
decreases during normal development, aging, and neurode-
generation [36, 41, 42]. In addition, in Alzheimer’s disease,
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Table 2 Main clinical characteristics of sCJD and control cases in the
qRT-PCR study

Case number Gender Age Codon 129 PrP type

CID1
CID2
CID3
CID4
CID5
CID6
CID7
CID8
CID9
CID10
Controll
Control2
Control3 59
Control4 39
Control5 M 78

72 MM
46 MM
64 MM
66 MM
70 MM
66 \'A%
76 A\'A%
65 \'A%
47 \'A%
54 \A%
85

62

AT IIRIRD
NN N NN == o - -

X X

F female, M male, MM methionine, Vivaline, PrP* type I lower band of
glycosylated PrP** of 21 kD, fype 2 lower band of glycosylated PrP* of
10 kD

Reelin seems not to be functional when generated in the pres-
ence of 3-amyloid [46, 73]. Thus, Reelin-dependent induction
of Dabl phosphorylation appeared reduced in the presence of
{3-amyloid being unable to modulate the cleavage of ApoER2
[46].These functional changes in Reelin are likely associated
to changes in Reelin glycosylation [37]. These changes com-
promise its capacity to bind to ApoER2, impeding the ability
to decrease tau phosphorylation [46, 73]. A reduced Reelin
expression is associated with impaired signaling, resulting in
cognitive decline [24, 74]. Blockage of reelin signaling is
sufficient to impair memory [75]. Thus, impaired Reelin sig-
naling could contribute to the clinical symptoms and patho-
logical progression in neurodegeneration.

Although Reelin expression levels have been characterized
in some neural diseases (see the “Introduction” section for
references), no data have been published on natural TSEs or
on models of prion infection. Bearing this in mind, we sought
to determine whether Reelin levels changed in TSEs and to
check their putative changes as a putative diagnostic biomark-
er of prion diseases. First, we determined that levels of Reelin
were not modified with different doses of Prnp. This contrasts
with a decrease in Reelin in brain extracts of PrnpO/0 mice
reported by Devanathan and co-workers [76]. This difference
could be associated with the use of Ziirich I Prnp”° mice [76]
in contrast to C57B16/J backcrossed B6.129 mice with lower
129Sv loci (our study; see also [77, 78] for details). In fact, we
determined that adult Re/n mRNA levels were not modified
between Prup”°, Prup™*, and Tga20 mice in a previous study
[77] as also observed by [79].
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Our results indicate that Reelin increased in primary cultures
when treated with 80 uM aggregated peptides mimicking hu-
man PrP€, in post-mortem cortical samples of CJD patients and
in the neocortex of infected mice with sCJD type I inoculum. In
contrast, mice inoculated with 22L and Mo-BSE prions showed
decreased Reelin levels. In this respect, although a clear expla-
nation is not yet available, differences between mouse prion
diseases (22L and Mo-BSE) and sCJD in both human and
Tg340 mice could be related to prion strain properties. In fact,
similar differences between mice and human TSEs have also
recently been reported for Tau content and its phosphorylated
form [80]. On the other hand, a recent study reported that Tau,
and more specifically p-Tau levels, decreased in brain paren-
chyma of CJD patients [60]. Reelin acting through Dab1 phos-
phorylation increases Akt-Pi3K activation, decreasing GSK33
activity and levels of p-Tau [18, 19]. Thus, it is reasonable to
consider that increased levels of Reelin (if functional) in CID
patients (type I and IT of PrP) may contribute to maintaining or
decreasing levels of p-Tau.

With respect to the in vitro data, we were surprised by the
increase in Reelin after peptide treatment, and so we checked
previous reported data using similar cultures. It is well known
that primary cultures treated with 80 uM PrP;06 126, show acti-
vated Akt [66]. However, Simon et al. reported decreased activity
of PI3K and Akt in the cerebellum of inoculated mice and neu-
ronal cultures after PrPos_126, (40 uM) incubation [81, 82], as
we found with lower doses of PrPj06 126, [66]. In our experience,
these differences are likely to be associated with the handling,
preparation, and concentration of the PrP( o6 126y used for the
experiments. High concentrations of PrP¢s_126, increase ROS
production in treated cells (Fig. 2) (see also [66, 69, 83]). In this
study, we showed that the increase in Reelin after PrPg4 126
incubation could be linked to a burst of ROS production induced
by the peptide. ROS increase runs in parallel to the relevant
kinase activation reported after the inoculation of (263 K) [33]
or RML [48, 66] prions as well as human prion peptides [66, 68].
In addition, our results also point the need of different approaches
(in vivo and in vitro) to analyze prion-derived effects. For exam-
ple, human-derived peptides are able to induce Dabl phosphor-
ylation in Reln-derived neurons. Further studies are needed to
ascertain the molecular actor/s involved and other kinases are
able to increase Dabl phosphorylation in the absence of reelin
as described during development [84].

Due to that mRNA and protein levels in CJD and sCJD-
infected mice only occur at the final stages of the disease, we
believe that the increased Reelin changes are likely associated
with the profound metabolic changes (e.g., cellular stress, in-
flammation, etc.) strongly present in the last stages of the
infective process. In addition, this invites the question of
whether the increased Reelin levels observed in CJD and
Tg340 mice also correspond to a “non-functional” protein
has indicated in AD. In fact, low Dabl phosphorylation is
observed in sCID PrP type II in the presence of the highest

levels of Reelin observed in the study (see [50] for descrip-
tion) and levels of p-Tau (normally decreased by functional
Reelin) were higher in similar sCJD samples [60, 85].

Levels of p-Tau and Tau have been suggested as a potential
biomarker in prionopathies such as the 14-3-3 protein [60, 85,
86]. Reln was associated as a susceptible gene in Alzheimer’s
disease but not in Parkinson’s disease [87]. However, increased
levels of a Reelin band of 180 kD have been determined in CSF
of AD, Parkinson’s disease [37], and frontotemporal dementia
[38]. In these neurodegenerative diseases, whether it is the case
that Reelin participates in the onset of the disease or its alteration
is a secondary effect of the neurodegeneration still remains elu-
sive. Thus, with the present results, it is reasonable to consider
that observed changes in Reelin at advanced stages of the
prionopathies are secondary to the degenerative process and
are probably associated with the physiological changes observed
in the discase [88, 89]. In conclusion, Reelin increase is not
associated with the processes linked to early onset of disease
and is therefore not a potential biomarker for prionopathies.
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RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION

1. Papel de la PrP¢ en la propagacion de a-sinucleina

1.1 La transmision de a-sinucleina depende de la expresion de
PrP€ in vivo e in vitro

La EP presenta, como rasgo mas conocido, abundantes inclusiones neuronales de a-
sinucleina conocidos como cuerpos de Lewy (LB, del inglés Lewy body) y neuritas de
Lewy (LN, del inglés Lewy neurite), y ademds pérdida masiva de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra (SN) pars compacta (Braak and Del Tredici, 2008).

El componente principal de los LB es la a-sinucleina. De hecho, las formas desplegadas
del mondmero de a-sinucleina, llamadas oligdmeros de a-sinucleina, son las especies
involucradas en la agregacidn proteica y formacién de LB. Para nuestros estudios se
emplea fibras de a-sinucleina sonicadas, denominadas protofibrillas. Estas
protofibrillas son un modelo de a-sinucleina oligomérica. Anteriormente, se ha
descrito que las especies oligoméricas de a-sinucleina son las mas infecciosas, mds que
los monédmeros y las fibras (Chen et al., 2009, Auluck et al., 2010, Eisbach and Outeiro,
2013). También, varios estudios han identificado que estas protofibrillas de a-
sinucleina son capaces de ser internalizadas y agregar la a-sinucleina endégena in vitro
(Volpicelli-Daley et al., 2011, Aulic et al., 2014). Ademas, las protofibrillas de a-
sinucleina generan agregados de a-sinucleina fosforilada (p-a-sinucleina) en distintas
zonas del cerebro de animales silvestres inoculados (Masuda-Suzukake et al., 2013,
Fernandez-Borges et al., 2015, Paumier et al., 2015, Rey et al., 2018).

Por otro lado, se ha descrito que los mondmenos de a-sinucleina no generan
agregados de p-a-sinucleina (Luk et al., 2012a, Masuda-Suzukake et al., 2013).
Ademas, modelos de animales que sobreexpresan la a-sinucleina WT no forzosamente
acumulan p-a-sinucleina. En este caso, animales inyectados con virus de a-sinucleina
unidos a proteinas fluorescentes. Ocho semanas después, las inmunofluorescencias
revelan que los animales inoculados con los virus de a-sinucleina presentan axones
distréficos y punteados. Aun asi, para determinar si la a-sinucleina observada
representa agregados insolubles, se realiza una digestion por Proteinasa K. Después
del tratamiento, la expresién de a-sinucleina y la fluorescencia disminuyen, lo cual
sugiere que la a-sinucleina observada es soluble en este modelo y no genera
agregados (Figura 18) (Dimant et al., 2013).
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Figura 18. Modelo sobreexpresante de a-sinucleina. (a) Fotomicrografias de axones de animales
inoculados con el virus de a-sinucleina fluorescente y el virus fluorescente (venus), se observa los
axones distréficos y neuritas anormales en los animales que sobreexpresan a-sinucleina. (b) La
fluorescencia de venus y el marcaje de a-sinucleina disminuyen después del tratamiento de proteinasa
K. Escala a= 200 um panel de arriba y b= 50 umy el panel de abajo de a.

Nuestros resultados confirman que las protofibrillas de a-sinucleina se propagan en
animales Prnp** inoculados ya que muestran agregados de p-a-sinucleina en
diferentes zonas del cerebro tanto ipsilateral como contralateral a diferencia de los
animales no inoculados o sham operados, quienes no generan agregados de p-a-
sinucleina en ninglin momento post-inoculacién. Por lo que, la inyeccién intracraneal
de protofibrillas de a-sinucleina de ratén induce una agregacion intracelular de p-a-
sinucleina. Los agregados identificados en nuestros experimentos tienen una
estructura de tipo LB o LN. Ademads, observamos que las areas que muestran
agregados de p-a-sinucleina son la sustancia nigra (SN), estriado, amigdala y
neocorteza las cuales estdn conectadas entre ellas (Smith and Bolam, 1990), asi la
propagacion de a-sinucleina no se debe a un transporte difuso.

Transmision de a-sinucleina mediante receptores de membrana

Varios mecanismos moleculares se han propuesto para la liberacién y consecuente
internalizacion de a-sinucleina (ver introduccion), estos mecanismos pueden estar
implicados en la propagacidén intercelular de a-sinucleina (Sung et al., 2001, Lee et al.,
2008a, Desplats et al.,, 2009, Emmanouilidou et al., 2010, Aulic et al., 2014). Se han
detectado varias proteinas transmembrana que se unen a las protofibrillas de a-
sinucleina, entre ellas se encuentra LAG3 (del inglés lymphocyte-activation gene 3),
neurexinas y proteina precursora del B-amiloide 1 (APLP1, del inglés amyloid beta
precursor-like protein 1). LAG3 es la proteina que parece tener mdas afinidad a las
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protofibrillas de a-sinucleina. Mediante coinmunoprecipitaciéon identifican la union de
a-sinucleina a LAG3. Ademas, animales LAG3”" inoculados con protofibrillas de a-
sinucleina reducen la presencia de agregados de p-a-sinucleina (Mao et al., 2016).

Nosotros proponemos PrP¢ como posible receptor de a-sinucleina. Se ha demostrado
que la PrP¢ esta implicada en varias enfermedades neurodegenerativas. La expresién
de PrP¢ es esencial para la propagacion de la forma andmala de esta misma proteina,
PrPs¢, que se encuentra en las prionopatias como la CID (del inglés Creutzfeldt-Jakob
disease) (Basler et al., 1986, Prusiner, 1991, Aguzzi et al., 2008). Ademas, dada su
expresion extracelular anclada a membrana, también se ha descrito su participacién
como receptor de los oligdmeros del B-amiloide (Lauren et al., 2009, Kessels et al.,
2010), lo cual desencadena varias respuestas, normalmente, neurotodxicas, en la EA
(Barry et al., 2011, Freir et al., 2011, Scott-McKean et al., 2016). Nuestros resultados
han demostrado que en ausencia de PrP¢, las protofibrillas de a-sinucleina inyectadas
en estriado pueden propagarse bilateralmente a distintas zonas cerebrales. Aun asi, en
presencia de PrP¢ o sobreexpresion de PrP¢ existe un aumento de agregacion de p-a-
sinucleina comparado con los animales deficientes en PrP¢ in vivo.

Comparando los animales Tga20, Prnp** y Prnp”-, vemos que las mismas zonas del
cerebro se ven afectadas por la presencia de agregados de p-a-sinucleina después de
inocular los animales intracranealmente. Estriado, SN, amigdala y corteza presentan un
marcaje en ambos hemisferios. Ademds, los animales Prnp** y Tga20 presentan
agregados de p-oa-sinucleina en la corteza motora contralateral, pero los animales
Prnp®° no muestran agregados en esta zona. Ya que los animales Prnp®° no presentan
agregados en la corteza motora contralateral, se realiza una cuantificacién de los
agregados de la capa V de la corteza motora ipsilateral. Las diferencias de agregacién
son significativas y se detecta una disminucidon de agregados de p-a-sinucleina en
ausencia de PrP.

Publicaciones posteriores a nuestro estudio confirman la relacién entre PrP¢ y a-
sinucleina (Aulic et al., 2017, Ferreira et al., 2017). En el trabajo de Aulic et al., se
inoculan protofibrillas de a-sinucleina en estriado y SN pars compacta de animales
Prnp** (FVB) y Prnp°. Cinco meses post-inoculacién, se identifican distintas areas
cerebrales afectadas por la generacion de agregados de p-a-sinucleina. Aunque, se
observa una disminucién de agregacién en animales Prnp®°. Asi pues, como nuestros
resultados, concluyen que en ausencia de PrP¢ el transporte de los agregados de p-a-
sinucleina disminuye.
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Figura 19. Comparacién de agregacion de p-a-sinucleina en modelos de animales deficientes en PrP¢. Se
observa una mayor agregacidon de p-a-sinucleina en la neocorteza motora de los animales Tga20
comparado con los animales B6.129 (ZH1 Prnp®°) y ZH3 Prnp®°. Agregados de p-a-sinucleina en la
corteza de animales B6.129 (ZH1) Prnp®° (a); ZH3 Prnp®° (b) y en Tga20 (c) inoculados con protofibrillas
de a-sinucleina de ratén en el estriado post commissural. Escala: a= 100um (Urrea et al., 2017).

Por otra parte, la agregacién de p-a-sinucleina se ha estudiado en dos modelos KO de
PrP¢. Como se ha mencionado anteriormente, los ZH1 tienen un fondo genético mixto
de C57BL/6J y 129/Sv mientras que ZH3 procede de la linea C57BL/6J. Por lo tanto, el
modelo ZH3 no presenta el problema de los “flanking genes” (ver introduccidn).
Ambos modelos se han inoculado en el estriado post commissural con protofibrillas de
a-sinucleina de ratén. A los 45 dias post-inoculocién, se ha observado un descenso de
agregados de p-a-sinucleina en la corteza motora comparando los resultados con los
datos obtenidos del Tga20 (Figura 19). Gracias al uso de los animales ZH3, se ha
evitado el posible efecto de los ‘flanking genes’ en la agregacién de p-a-sinucleina asi
se ha confirmado que en ausencia de PrP¢ hay una disminucién de los agregados de p-
a-sinucleina en animales inoculados y que los “flanking genes” no tienen ningun efecto
sobre la transmisidon y agregacién de la p-a-sinucleina.

Monitorizacion de a-sinucleina mediante el uso de dispositivos microfluidicos

En el presente estudio se han producido modelos de dispositivos microfluidicos para
monitorizar el transporte de las protofibrillas de a-sinucleina in vitro. Para la
produccién de los dispositivos, se disefia el dispositivo usando el software Clewin4 y se
fabrica mediante fotolitografia. Los dispositivos microfluidicos generados estdn hechos
del polimero polidimetilsiloxano (PDMS).

En este trabajo se emplean dos tipos de dispositivos (Taylor et al., 2005a). Uno de ellos
presenta dos canales, Ay B, que constan de dos aperturas en forma de pozo cada uno.
El segundo modelo, presenta dos reservorios grandes, A y B, lo cual facilita el
mantenimiento de las células. Los microcanales que conectan A y B pueden ser de 10
pum (altura) X 10 um (ancho) X 1 mm (largada), o de 3 um (altura) X 10 um (ancho) X 1
mm (largada). Las medidas de los microcanales permiten, Unicamente, el paso de los
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axones. Para monitorizar el transporte de a-sinucleina mediante estos dispositivos
microfluidicos, es necesario evitar el paso inespecifico de la proteina por el medio.
Para ello, debe existir una diferencia de volimenes entre A y B. Siendo A, el
compartimento donde se afiaden las protofibrillas de a-sinucleina y el que debe
disponer de menos volumen de medio. Los resultados obtenidos de ambos modelos
son similares.

Siete dias después del cultivo primario, se detecta que la mayoria de las células son
neuronas, apenas hay presencia de astrocitos y oligodendrocitos. También, se observa
gue los axones cruzan por el interior de los microcanales. En este punto, tratamos los
dispositivos (compartimento A) con protofibrillas de a-sinucleina. Las neuronas no
tratadas presentan niveles bajos de a-sinucleina y no tienen marcaje de p-a-sinucleina.
Pero cinco dias después del tratamiento, mediante inmunofluorescencia se observa
que en el reservorio B hay niveles altos de a-sinucleina en el pericarién, neuritas y
axones. Ademads, ambos reservorios, A y B, presentan agregados de p-a-sinucleina en
el axdn y citoplasma (Tapias et al., 2017).

Para estudiar el transporte de las protofibrillas de a-sinucleina de ratéon en los
dispositivos se siembran tanto en el compartimento A como B neuronas de animales
Prnp®°, Prnp*/* y Tga20. A los 7 dias de cultivo se afiaden las protofibrillas de a-
sinucleina de ratén en el compartimento A. Anteriormente, mediante el empleo de
estos dispositivos se ha descrito que el transporte de a-sinucleina puede ser
anterégrado y retrégrado (Volpicelli-Daley et al., 2011, Freundt et al., 2012, Brahic et
al., 2016). Nuestros resultados demuestran que las neuronas derivadas de Tga20
presentan un aumento de transporte de a-sinucleina hasta el compartimento B, los
cultivos neuronales WT o deficientes en PrP® muestran una disminucidn del transporte
de a-sinucleina. Asi, existe una mayor tendencia a transportar a-sinucleina en cultivos
donde se sobreexpresa la PrP¢. Estos resultados corroboran lo que ya hemos visto en
animales con distintas dosis genéticas de PRNP inoculados con protofibrillas de a-
sinucleina, aunque in vitro nuestros resultados no muestran diferencias significativas.

1.1.1. Participacion del dominio glicosilfosfatidilinositol de PrP¢ en el
transporte de a-sinucleina

PrP¢ se encuentra en el espacio extracelular anclado a la membrana lipidica,
mayoritariamente, en las balsas lipidicas. PrP¢ se une a la membrana mediante su
dominio glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Naslavsky et al., 1997, Linden, 2017).

El rol del dominio GPI se ha estudiado en profundidad, para esclarecer su participacion
en la toxicidad y replicacion de los priones. Para el estudio del dominio GPI de PrP¢
existe el modelo animal tg44 que expresa PrP¢ sin dominio GPI (anchorless). Estos
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animales producen una PrP¢ mondémerica y soluble, pero sin dominio GPI. Gracias a los
cultivos neuronales derivados de estos animales, se observa la presencia extracelular e
intracelular de PrP¢, pero no se encuentra anclada a la membrana (Chesebro et al.,
2005, Campana et al., 2007). De hecho, los niveles intracelulares de PrP¢ son los
mismos que en animales WT (Chesebro et al., 2005). Estos animales crecen sanos y son
viables, pero mas importante aun, también son resistentes a la neurotoxicidad tipica
de las enfermedades pridnicas. Es decir, los animales tgd4 no manifiestan sintomas
clinicos después de ser infectados con priones murinos (RML, ME7, 22L). Aunque,
sorprendentemente, los animales tg44 presentan placas de PrP*¢ en el cerebro. Por lo
tanto, la PrP¢ sin dominio GPI estd implicada en la replicacién pridnica y la deposicion
de PrPs¢, pero no en la neurotoxicidad o sintomatologia (Chesebro et al., 2005, Radford
and Mallucci, 2010).

Recientemente, se ha descrito la implicacién de PrP¢, y la del dominio GPI, en la EA.
Varios estudios han demostrado que la expresion de PrP¢ inhibe la actividad de la B-
secretasa. La proteina precursora amiloide (APP, del inglés amyloid precursor protein)
segun el cleavage que sufre puede originar los oligdmeros de B-amiloide, el cleavage
de B y y-secretasas estan involucrados en la via amiloidogénica. Por lo tanto, en estas
condiciones PrP¢ bloquea la generacién de oligdmeros de B-amiloide que son los
mayores componentes de las placas seniles en la enfermedad de Alzheimer (EA)
(Parkin et al., 2007). Se ha detectado que la eliminaciéon del dominio GPI de PrP¢
bloquea el efecto inhibitorio de PrP¢ en la actividad de la B-secretasa. Considerando
estos resultados, parece que la localizacidn en la membrana y la endocitosis de PrP¢ es
necesaria para el efecto inhibitorio sobre la B-secretasa (Linden et al., 2008).

Dada esta pérdida de la funcién de la PrP¢ en la EA, nos preguntamos qué importancia
tiene el dominio GPI en el transporte de a-sinucleina. Se ha observado que los
animales tg44 inoculados con protofibrillas de a-sinucleina murina generan agregados
de p-a-sinucleina en distintas zonas cerebrales. Las areas afectadas son la neocorteza,
la corteza entorrinal (EC, del inglés entorrhinal cortex) y la amigdala. Los agregados se
localizan ipsilateralmente y contralateralmente (Figura 20). Aunque, para este caso es
necesario ampliar el nimero de experimentos ya que no podemos concluir el papel
exacto que desempeiia la PrP¢ extracelular o intracelular.
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Figura 20. a-c) Distribucion de las inclusiones de p-a-sinucleina (asterisco) en animales silvestres y
anchorless. Las fotomicrografias muestran acimulos en EC (d,g), neocorteza (e,h) y amigdala (f,i). Escala
a=100 um.

1.1.2. Transporte de a-sinucleina humana dependiente de PrP humana

Las fibras de a-sinucleina humana o murina son capaces de ser internalizadas y agregar
la a-sinucleina endégena. Como se ha comentada anteriormente, gracias a los estudios
realizados con fibras marcadas con FLAG (Aulic et al., 2014) o myc (Volpicelli-Daley et
al.,, 2011) se puede observar la internalizacién de las fibras de a-sinucleina y la
consecuente agregacién de la a-sinucleina endégena.

Ademas, se ha descrito que las fibras de a-sinucleina son mas eficientes y generan mas
agregados cuando comparten secuencia homéloga con la a-sinucleina enddgena. En el
trabajo de Luk et al., usan quimeras de fibras de a-sinucleina de ratén y humano, y
describen que a nivel molecular la eficacia de agregacién viene determinada por la
homologia de secuencias entre las fibras de a-sinucleina y los monédmeros solubles de
a-sinucleina enddégenos (Luk et al., 2016).

Por lo tanto, teniendo en cuenta el posible papel de PrP¢ como receptor de a-
sinucleina, nos interesa comparar la propagacién de las protofibrillas de a-sinucleina
humana en distintos modelos. En este set de experimentos se usan modelos animales
gue expresan a-sinucleina humana pero su PrP¢ es murina (la linea $240) y animales
gue expresan PrP¢ humana y a-sinucleina murina (la linea Tg340). Los animales WT,
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S240 y Tg340 inoculados con protofibrillas de a-sinucleina humana muestran las
mismas zonas ipsilaterales y contralaterales del cerebro afectadas, las cuales son
neocorteza, EC y amigdala (Figura 21). Sorprendentemente, hemos identificado mas
agregados de p-a-sinucleina en los animales Tg340 inoculados. A pesar de que en Luk
et al., (Luk et al., 2016) describen la importancia de la homologia de secuencias de a-
sinucleina en la agregacion, observando nuestros resultados parece que las
protofibrillas de a-sinucleina humana son mas eficientes y generan mas agregados
cuando comparten especie con PrPc. Aunque, es necesario aumentar el nimero de
experimentos para elucidar que rol tiene PrP¢ exactamente en estas condiciones.

Figura 21. (a-c) Esquema de la distribucidn de los agregados de p-a-sinucleina (asteriscos) en el SNC de
los animales WT, S240 y Tg340. Los agregados de p-a-sinucleina se identifican en EC (d-f), neocorteza (g-
j) y amigdala (j-1). Escala d=100 pum.
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1.2. Interaccion de PrP¢y a-sinucleina

Se ha publicado que PrP¢ es capaz de unirse a amiloides como PrP*¢ y los B-amiloides
(Kessels et al., 2010, Resenberger et al., 2011, Wulf et al., 2017). En nuestro trabajo,
gracias a los cultivos primarios neuronales podemos identificar que hay un aumento de
protofibrillas de a-sinucleina murina unidas a las neuronas que provienen de animales
Tga20. Por lo contrario, la unién de la a-sinucleina en cultivos WT o deficientes en PrP¢
disminuye. Corroboramos estos resultados mediante la linea celular HEK293
transfectada con la secuencia de PrP¢. En estas condiciones la capacidad celular de
unirse a las protofibrillas de a-sinucleina es mayor comparado con células
transfectadas con un vector vacio. Por lo tanto, en presencia de PrP¢, las protofibrillas
de a-sinucleina se unen con mayor afinidad a las células.

En el trabajo publicado por Aulic et al., se observa la colocalizacién de PrP¢ anclada a
membrana y a-sinucleina mediante microscopia confocal, lo cual ratifica nuestros
resultados llevados a cabo con las células HEK293. Ademas, en Aulic et al., realizan
ensayos ELISA (del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) y resonancia
plasmodnica de superficie (SPR, del inglés surface plasmon resonance) para caracterizar
la interaccion molecular entre las dos proteinas. Los resultados revelan que las fibras
de a-sinucleina se unen a PrP¢ in vitro. Por un lado, la sefial de PrP¢ en el ensayo ELISA
aumenta cuando la concentracion de a-sinucleina oligomérica es mayor. Por otro lado,
gracias al biosensor SPR se puede calcular la constante de unidn. Este valor obtenido
sugiere que: (I) La interaccidn inicial entre la PrP¢y la a-sinucleina oligomérica es débil
pero mas tarde se fortalece. Y (IlI) las especies oligoméricas mdas pequefias de a-
sinucleina establecen una interaccién mas fuerte con PrP¢ que las fibras largas de a-
sinucleina (Aulic et al., 2017).

En el estudio de Ferreira et al., logran describir la unidn de PrP¢y a-sinucleina por co-
inmunoprecipitacién. Ademas, identifican la formacién de un complejo que incluye
PrP¢, a-sinucleina y también la quinasa Fyn y el receptor NMDA (del inglés N-methyl-D-
aspartic acid) en los terminales postsinapticos. Paralelamente, describen el fallo
sindptico que se desencadena al unirse PrP¢ y a-sinucleina. Los oligémeros de a-
sinucleina a través de los receptores NMDA reducen LTP (del inglés long-term
potentiation), este es un mecanismo molecular involucrado en la memoria vy
aprendizaje. Ferreita et al., describe que a-sinucleina requiere la presencia de PrP¢
para reducir LTP. En condiciones fisioldgicas, PrP¢ inhibe la actividad de Fyn v,
consecuentemente, atenua el flujo de calcio mediante los receptores NMDA. La unién
de a-sinucleina oligomérica a PrP¢ induce la fosforilacion de Fyn a través de los
receptores metabotrépicos de glutamato 5 (mGIuR5, del inglés metabotropic
glutamate receptor 5). Entonces, los receptores NMDA se hiperactivan, por lo tanto la
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concentracion de calcio aumenta en los terminales postsinapticos y afecta al LTP. Asi
pues, debido a estas alteraciones observadas, la uniéon de PrP¢ y a-sinucleina induce
dafio cognitivo a través de los receptores NMDA y mGIuR5 (Ferreira et al., 2017).

Ambos trabajos logran observar la interaccién directa existente entre PrP¢ y a-
sinucleina mediante distintos métodos. Por lo tanto, Aulic et al., y Ferreira et al.,,
corroboran los resultados que hemos obtenido gracias a las inmunofluorescencias de
cultivos neuronales y células HEK293.

1.2.1. Participacion del dominio central cargado de PrP¢

PrP¢ se puede dividir en dos regiones estructurales bien definidas; un amino terminal
flexible y un dominio globular carboxilo terminal. En el amino terminal se encuentran
varias regiones como los OR (del inglés octarepeats), el CD (del inglés central domain)
que incluye el CC (cluster de carga) y la HR (del inglés hydrophobic regién) (Riek et al.,
1997, Nicolas et al., 2009).

Paraddjicamente, se ha descrito para PrP°¢ tanto un papel neurotdéxico como
neuroprotector (Harris and True, 2006). Por un lado, PrP¢ puede proteger las células de
varios estimulos proapoptéticos (Kuwahara et al.,, 1999, Bounhar et al.,, 2001,
McLennan et al., 2004, Li and Harris, 2005, Roucou et al., 2005, Spudich et al., 2005).
Pero bajo algunas condiciones experimentales PrP¢ promueve muerte cellular (Brown
et al., 1994, Solforosi et al., 2004, Sunyach and Checler, 2005). Dados estos resultados
contradictorios, varios grupos se han centrado en analizar las posibles funciones que
desempeiia cada dominio de la PrP¢. En la Figura 22, mostramos las construcciones
truncadas que existen del gen de PRNP.
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Figura 22. Estructura de PrP¢ murina y las formas truncadas de PrP¢ empleadas en este estudio. Se
muestran las deleciones AF35, ACD, ACC, AHR, ACR de PrP. (Vilches et al., 2016)

En estudios anteriores se ha confirmado que los OR de PrP¢ estan relacionados con el
transporte del zinc, cobre y que tienen una funcién antioxidativa (Viles et al., 1999,
Jackson et al.,, 2001). También, cada forma truncada de PrP¢ tiene un proceso
citotoxico distinto, AF35 y ACD muestran este aumento de citotoxicidad y a la vez un
deterioro en el procesamiento de a-cleavage de PrP¢ in vitro (Vilches et al., 2016). In
vivo, modelos murinos que expresan formas truncadas de PrP¢ presentan un fenotipo
diferente segun la regién delecionada en el gen. Deleciones en PRNP pueden dar lugar
a una actividad neurodegenerativa, animales con la delecién ACR solo sobreviven una
semana después del nacimiento (Li et al., 2007a), animales que expresan la delecién
ACD (Baumann et al., 2007) o AF35 en el amino terminal muestran una degeneracion
de la mielina de progresidn rapida en el sistema nervioso central y periférico y sufren
una degeneracién temprana celular, asociada normalmente al cerebelo. Por lo tanto,
parece que cada regién de la PrP¢ tiene una funcién distinta.

Ya en Lauren et al., observan que los aminoacidos del CC (95-105) con la cooperacién
de los residuos del amino terminal de PrP¢ se unen a los oligdmeros de B-amiloide,
implicados en la EA (Younan et al., 2013). Asi pues, identifican que la delecién del
dominio CC de la PrP¢, reduce la unién a los oligdmeros de B-amiloide. Esta unién
desencadena una respuesta, esta respuesta genera controversia entre varios autores.
Algunos defienden que la respuesta es neurotdxica ya que puede desencadenar la
hiperfosforilacion de Tau (Lauren et al.,, 2009, Nygaard and Strittmatter, 2009,
Westaway and Jhamandas, 2012). Y otros defienden que PrP¢ tiene un papel
neuroprotector en la EA (Parkin et al., 2007, Griffiths et al., 2011, Vergara et al., 2015).
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Debido a esta importancia que presenta el dominio CC en la EA, nos preguntamos si
alguno de los dominios de PrP¢ también estd involucrado directamente en la unién a a-
sinucleina. Gracias a las construcciones truncadas de PrP¢ (Figura 20) detectamos que
las células que expresan la forma ACC de PrP¢ descienden su unién a a-sinucleina.
Ademas, posteriormente, Ferreira et al., (Ferreira et al., 2017) estudia las regiones de
PrP¢ que median los efectos de a-sinucleina. Se usan distintos anticuerpos anti-PrP¢
para bloguear una regién determinada, los anticuerpos reconocen el amino terminal,
la regién 93-109 que corresponde a CC o el carboxilo terminal. Unicamente, se observa
el bloqueo del efecto de a-sinucleina en los cortes cerebrales tratados con el
anticuerpo que reconoce el dominio CC. Por lo tanto, estos resultados corroboran
nuestros datos y se sugiere que el segmento 93-109 de PrP¢ es crucial para inducir los
efectos toxicos de PrP¢ (Ferreira et al., 2017).

Hasta ahora, parece que el dominio CC podria ser el lugar de unién de PrP¢ a las
proteinas amiloides (Kessels et al., 2010, Aulic et al., 2017), aunque esta regién de
interaccion no se ha descrito para otros péptidos amiloides.

Estos resultados aportan una nueva diana terapéutica. Dado que existen anticuerpos
anti PrP¢ que interfieren en la interaccion de PrP-PrP*¢ y de este modo bloquean la
replicacion del pridn (Peretz et al., 2001), se sugiere que anticuerpos anti PrP¢ pueden
prevenir la union de los oligdmeros de a-sinucleina a PrP¢. Y asi, evitar la unidn,
entrada y propagaciéon de a-sinucleina en las a-sinucleinopatias (Aulic et al., 2017).
Incluso, como se ha descrito la implicacion de PrP¢ y a-sinucleina en los fallos de
memoria, esta terapia puede apuntar a la neutralizacién de los efectos generados en la
sinapsis. Asi que, otra posibilidad es que esta estrategia pueda resultar mas efectiva en
impedir o retrasar el inicio de los déficits de memoria asociados a las a-
sinucleinopatias (Ferreira et al., 2017).
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2. Reelina en enfermedades neurodegenerativas

Reelina es una glicoproteina esencial para la correcta organizacion citoarquitectdnica
del sistema nervioso central (SNC). También, se ha propuesto que Reelina esta
implicada en varias enfermedades neurodegenerativas ya que una reduccién de la
expresion de Reelina da lugar a modificaciones en la sefializacién que provoca un
declive cognitivo (Miettinen et al., 2005, Stranahan et al., 2011a). Y fallos en la cascada
de sefalizacidén de Reelina estan asociados a problemas de memoria (Stranahan et al.,
2011b).

En la EA, Reelina compite con la apolipoproteina E (ApoE) para unirse a los receptores
VLDLR (del inglés very low density lipoprotein receptor) y ApoER2 (del inglés
apolipoprotein receptor 2) (D'Arcangelo et al., 1999). Por lo tanto, se ve comprometida
su capacidad de unién a los receptores, lo cual genera problemas para controlar la
fosforilaciéon de Tau (Botella-Lopez et al., 2010, Cuchillo-lbanez et al., 2016). Se ha
observado que el adaptador intracelular Disabled1l (Dabl) se une a APP (del inglés
amyloid precursor protein) (Trommsdorff et al., 1998) y que Reelina puede interactuar
con el dominio extracelular de APP (Hoe et al., 2009). Tambien, se ha observado que la
presencia de Reelina aumenta la escisién de APP (Hoe et al.,, 2006). Por lo tanto,
Reelina y los componentes de su cascada de sefalizacién pueden participar en la
generacion de los depdsitos amiloides de la EA. Se ha identificado depdsitos amiloides
positivos para Reelina (Chin et al., 2007, Knuesel et al., 2009, Botella-Lopez et al.,
2010).

La expresidon de Reelina en la EA se ha analizado anteriormente en muestras humanas.
Se ha identificado un aumento de los niveles proteicos y RNA (del inglés ribonucleic
acid) mensajero (mRNA) de Reelina en corteza. En nuestro caso, contrariamente, se ha
observado una disminucién proteica y un aumento del mRNA. Otros grupos han
analizado el LCR (liquido cefaloraquideo), donde se ha detectado un aumento de
Reelina que, mayoritariamente, corresponde al aumento del fragmento 180 kDa. Por
lo tanto, la protedlisis de Reelina aumenta en la EA. También, se ha observado una
alteracion en el patrén de glicosilacion de Reelina en el LCR de la EA (Botella-Lopez et
al., 2006).

Teniendo todos estos datos en cuenta, nos preguntamos si los niveles de Reelina
también se encuentran alterados en las a-sinucleinopatias, PD y demencia por cuerpos
de lewy (DLB). Botella-Lopez et al., identifican un aumento de la banda de 180 kDa de
Reelina en el LCR de casos de a-sinucleinopatias (Botella-Lopez et al., 2006). Por otro
lado, segun los resultados obtenidos después del estudio bioquimico de Reelina, se
observa un descenso de la expresion de Reelina en la corteza frontal de pacientes DLB,
mientras que en EP la expresion de Reelina se mantiene. Ademas, el gen de Reln esta
definido como un gen susceptible en la EA, pero no en la EP (Seripa et al., 2008,
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Miyashita et al., 2014). En las a-sinucleinopatias, si las alteraciones en Reelina son la
causa de la enfermedad o una consecuencia de todas las modificaciones cerebrales
gue se generan se desconoce.

2.1. Expresion de Reelina en prionopatias

2.1.1. La fosforilacion de Dabl no correlaciona con el aumento de
Reelina en prionopatias

Reelina es una proteina importante para el desarrollo del cerebro y el mantenimiento
y maduracién sinaptica en el adulto. Desafortunadamente, la expresiéon de Reelina
disminuye en la vejez. Aunque, la expresidon de Reelina se ha caracterizado en varias
enfermedades neuroldgicas, poco se conocia de los niveles de Reelina en prionopatias.

Se ha descrito variaciones de Dabl en las prionopatias y su implicacién en la
acumulacién del B-amiloide en pacientes de CJD (Gavin et al., 2010). En los pacientes
de CID que presentan una PrP*¢ de tipo 1 que correlaciona con el polimorfismo
Met/Met no se observan depdsitos de B-amiloide pero existe un aumento de la
fosforilacion en Dabl. En cambio, en la PrP* de tipo 2 que corresponde al
polimorfismo Met/Met hay acimulos de B-amiloide pero la fosforilacién de Dab1l es
parecida a los casos controles (Gavin et al., 2010). Dado que la fosforilacion de Dab1l
viene inducida por Reelina y que se ha detectado variaciones de Reelina en otras
enfermedades neurolégicas. Decidimos analizar los niveles de Reelina en presencia del
péptido comercial PrP (106-126) in vitro. Este péptido imita la secuencia central de la
PrP¢ humana, a temperatura ambiente es capaz de agregar y formar asi su forma
pridnica.

Observamos que en presencia de dicho péptido, los niveles de Reelina aumentan.
Paralelamente, comparamos la fosforilacion de Dabl en cultivos WT y de animales
reeler, que no expresan Reelina, en presencia del péptido (106-126).
Sorprendentemente, observamos un aumento de la fosforilacion de Dabl en los
cultivos neuronales reeler. Por lo que, la expresidon de Reelina no es necesaria para
fosforilar Dabl en presencia del péptido (106-126). Se ha detectado que la quinasa
dependiente de ciclina 5 (Cdk5) fosforila Dabl en la serina 491 in vitro e in vivo
(Keshvara et al., 2002). Asi, existen otras vias que fosforilan Dab1 y no solamente la
sefializacion de Reelina. Dada esta fosforilacion de Dabl independiente de Reelina,
analizamos la cascada de sefializacién de Reelina en cultivos WT. En los cultivos
infectados con el péptido (106-126) se observa un aumento de la fosforilacién de Dab1
a los 30 minutos, por el contrario, los niveles Reelina aumentan a las 24 horas. Por lo
tanto, el aumento de los niveles de Reelina se identifica mas tarde que el aumento de
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Dab1 fosforilado. Asi, estos datos corroboran que la fosforilacion de Dabl no viene
regulada por la presencia de Reelina en estas condiciones.

Comprobamos los niveles de los receptores de Reelina, ApoER2 y VLDLR, in vitro. Se ha
publicado que mediante la sefalizacién de Reelina se puede modular los niveles de
ApoER2 (Duit et al., 2010). Cuatro dias después de infectar el cultivo con el péptido
(106-126), los niveles de ambos receptores varian, aunque no es estadisticamente
significativo. Esta variacion de los niveles de los receptores estd ligado a la muerte
celular que desencadena la presencia del péptido (106-126). Anteriormente, se ha
descrito que los niveles de caspasa 3 aumentan en los cultivos deficientes de PrP¢ en
presencia del péptido (106-126). Por lo que, la PrP¢ enddgena no estd implicada en la
activacion de la caspasa 3 (Gavin et al., 2005). A pesar de que el aumento de Reelina
perdura en los cultivos infectados, no se identifica un aumento de los receptores ni de
la fosforilacién de Dabl. Por lo tanto, se sugiere que a pesar del aumento de Reelina,
esta no es funcional.

Ademas, nos preguntamos si las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive
oxygen species) que generan el prion puede estar involucrado en el aumento de
Reelina. Anteriormente, se ha descrito que la presencia del pridn aumenta los niveles
de ROS (Schneider et al., 2003, Gavin et al., 2005, Pietri et al., 2006, Pamplona et al.,
2008, Vilches et al., 2016). Paralelamente, los priones también activan quinasas. En
Gavin et al., se indica que a concentraciones elevadas (80 uM) de PrP (106-126), las
quinasas c-Jun N-terminal (JNK) o P38 se mantienen, pero se activa la fosfoinositol 3-
quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT), ERK1/2 (del inglés extracellular signal-
regulated kinases 1/2) y la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) (Gavin et al., 2005).
Aunque, otros grupos describen una disminucién de la actividad de PI3K y Akt en el
cerebelo de animales inoculados y cultivos neuronales después de usar el péptido
(106-126) a 40 uM (Simon et al., 2014, Newaz et al., 2015). Sorprendentemente, hay
autores que consideran que el péptido (106-126) no es neurotoxico in vitro (Kunz et
al.,, 1999). Asi pues, analizamos si el aumento de Reelina viene determinado por los
niveles de ROS. Mediante el uso de difenileneiodonio (DPI) y N-acetil-L-cisteina (NAC),
gue inhiben la generacion de ROS, se observa que los niveles de Reelina no varian en
presencia del prion. Por lo tanto, el aumento de Reelina depende de ROS.

El estrés oxidativo tiene un papel importante en el desarrollo de varias enfermedades
no solo enfermedades neurodegenerativas sino también en la artritis, cancer,
enfermedades autoinmunes, problemas cardiovasculares y de forma natural en la
vejez. En estos casos, hay un aumento de ROS. En enfermedades pridnicas, se ha
publicado que el estrés oxidativo puede estar implicado en la conversién de PrP¢y en
las modificaciones celulares que se desencadena a posteriori (Islam, 2017).
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2.1.2. Niveles de Reelina en CJD y modelos de EETs

Estudiamos los niveles de expresién de Reelina en muestras humanas de enfermos de
CJD y animales con distintas dosis de PRNP e infectados con prion. Primero
observamos que los animales con distinta dosis genética de PRNP tienen el mismo
nivel de Reelina. Contrariamente, se ha reportado que los extractos de cerebros de
animales Prnp?? tienen niveles de Reelina mas altos, sobretodo en la banda 180 kDa.
Estos resultados sugieren que la protedlisis de Reelina aumenta en los animales
deficientes de PrP® comparado con animales WT (Devanathan et al., 2010). Estas
diferencias pueden ser consecuencia del uso de modelos animales KO distintos,
aunque ambos sean Prnp®? tienen un fondo genético distinto. En el trabajo de
Devanathan et al., se usan animales Zurich | Prnp”°. En nuestro caso, se emplean los
animales Zurich | Prnp®° retrocruzados, los cuales reducen la presencia de los “flanking
genes” (ver introduccién). Se ha publicado que en adulto los niveles de mRNA de Reln
no varian entre animales con distintos niveles de expresion de PrP¢ (Rangel et al., 2009,
Benvegnu et al., 2011).

Los niveles proteicos y mRNA de Reelina se han analizado en corteza frontal de
pacientes de CID. A pesar de que no se observan diferencias significativas, hay un
aumento de los niveles de proteina y mRNA de Reelina en CJD. Especialmente, en el
tipo 2. Contrariamente, es en los acumulos de PrPs¢ tipo 2 Met/Met donde no hay
variaciones en la fosforilacion de Dabl (Gavin et al., 2010). También, Se ha publicado
una disminucidn de Tau y su forma fosforilada en la corteza frontal de pacientes de
CJD. Dada la sefalizacion intracelular de Reelina, es razonable considerar que el
aumento de Reelina en pacientes de CJD puede contribuir al descenso de los niveles de
Tau fosforilado (Llorens et al., 2015).

Paralelamente, animales Tg340, sobreexpresantes de PrP¢, se inoculan con extracto de
cerebro de pacientes de CJD de tipo 1 Met/Met. En los estadios finales de la
enfermedad se detecta un aumento de los niveles de mRNA de Reln en el cortex
cerebral de estos animales. Dado que este aumento no se detecta en estadios
anteriores, se sugiere que las alteraciones de Reelina estan probablemente asociadas
al conjunto de cambios metabdlicos presentes en el proceso infectivo.
Contrariamente, animales silvestres inoculados con los priones Mo-BSE y 22L muestran
un descenso de Reelina en la corteza cerebral. Este descenso puede ser debido a la
muerte neuronal o a las diferencias que existen entre el prion murino y humano.

Dado los resultados que obtenidos se puede considerar que los cambios observados en
Reelina en los distintos modelos de prionopatias son secundarios al proceso
degenerativo y seguramente estan asociados a los cambios neuronales que se generan
debido a la patologia (Clinton et al., 1993, Ferrer, 2002). Por lo tanto, el aumento de
Reelina observado en las muestras de cerebro de pacientes de CJD no esta asociado al
inicio de la enfermedad.
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Finalmente, aunque concluimos que Reelina no es un buen biomarcador para las
prionopatias, existen otros biomarcadores usados para detectar prionopatias como la
proteina 14-3-3 y a-sinucleina en el LCR de pacientes CID esporadicos (Llorens et al.,
2015, Schmitz et al., 2016, Llorens et al., 2017a).
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PrP¢ interactia con a-sinucleina en neuronas pudiendo considerarse un
receptor de la misma.

El proceso de dispersién de a-sinucleina se incrementa en los ratones de
sobreexpresion de PrP¢.

A nivel molecular, el dominio central (CD) de la PrP¢ es necesario para la unién
a las protofibrillas de a-sinucleina in vitro.

Los niveles de Reelina descienden significativamente en la corteza frontal de EA
y DLB. Por el contrario se incrementa en sCJD (tipo 1).

El incremento de Reelina presente en modelos de prionopatias y en sCID (1) no
se correlaciona con una mayor sefializacion intracelular.
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INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO

Por la presente, hago constar el Factor de Impacto correspondiente a la revista donde
se han publicado los articulos cientificos que conforman la Tesis Doctoral presentada
por Laura Urrea Zazurca.

e Molecular Neurobiology: 6.190

Dr. José Antonio del Rio Fernandez
Director y tutor de Tesis

Catedratico en Biologia Celular de la Universidad de Barcelona
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INFORME DE PARTICIPACION

El Dr. José Antonio del Rio Fernandez, director y tutor de la Tesis doctoral “Funciones
de la proteina pridnica celular, a-sinucleina y reelina en enfermedades
neurodegenerativas”, realizada por la doctoranda Laura Urrea Zazurca, informa que la
participacién de la doctoranda en los articulos cientificos que conforman la presente
tesis ha sido la siguiente:

En el articulo “Involvement of Cellular Prion Protein in a-Synuclein Transport in
Neurons”, 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.

En el articulo “Reelin Expression in Creutzfeldt-Jakob Disease and Experimental Models
of Transmissible Spongiform Encephalopathies”, publicado en la revista Molecular
Neurobiology, la doctoranda ha participado como co-autora principal en el disefio
experimental y el desarrollo de los mismos.

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

Dr. José Antonio del Rio Fernandez
Director y tutor de Tesis

Catedratico en Biologia Celular de la Universidad de Barcelona
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ABSTRACT. The term ‘prion-like’ is used to define some misfolded protein species that propagate
intercellularly, triggering protein aggregation in recipient cells. For cell binding, both direct plasma
membrane interaction and membrane receptors have been described for particular amyloids. In this
respect, emerging evidence demonstrates that several S-sheet enriched proteins can bind to the
cellular prion protein (PrPC), Among other interactions, the physiological relevance of the binding
between S-amyloid and PrP¢ has been a relevant focus of numerous studies. At the molecular level,
published data point to the second charged cluster domain of the PrP¢ molecule as the relevant
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binding domain of the S-amyloid/PrP€ interaction. In addition to S-amyloid, participation of PrP in
binding a-synuclein, responsible for neurodegenerative synucleopathies, has been reported. Although
results indicate relevant participation of PrP® in the spreading of a-synuclein in living mice, the
physiological relevance of the interaction remains elusive. In this comment, we focus our attention on
summarizing current knowledge of PrP€ as a receptor for amyloid proteins and its physiological
significance, with particular focus on a-synuclein.

KEYWORDS. «-synuclein, charged cluster domain, interneuronal transport, LAG3, neurodegeneration,

PrPC, Parkinson disease

Parkinsons disease (PD) is the second
most common neurodegenerative disease
worldwide. Motor disabilities, globally called
parkinsonism, are characteristic of the disor-
der; these may be preceeded by neurovegeta-
tive symptoms, sleep disorders, and loss of
olfaction; neurocognitive deficits may also
appear with disease progression leading to
dementia (i.e., Parkinson disease dementia,
PDD). Histologically, PD is characterized by
the loss of dopaminergic neurons in the sub-
stantia nigra pars compacta, which is causa-
tive of parkinsonism, and the presence of
intraneuronal insoluble inclusions called
Lewy Bodies (LB) and Lewy Neurites (LN)
in several brain regions." LB/LN aggregates
contain various misfolded proteins such us
ubiquitin,? tau,® and lipids* but their major
component is hyperphosphorylated «-synu-
clein® Abnormal a-synuclein aggregates
appear, in addition to PD, in various «-synu-
cleinopathies such as Dementia with Lewy
Bodies (DLB) and multiple system atrophy
(MSA).® In these disorders, aggregates are
deposited in the brain in a filamentous form
displaying a p-sheet structure’ which is
abnormally phosphorylated at Serine129 and
is also ubiquitinated.8 In addition, PDD, and
particularly, DLB post-mortem brains often
display accumulations of B-amyloid forming
diffuse and neuritic plaques, and neurofibril-
lary tangles composed of abnormally hyper-
phosphorylated tau. In addition, the potential
contribution of a-synuclein to Alzheimer dis-
ease (AD) pathology is considered important
today, with ~ 40% of AD cases presenting
LB/LN, often as amygdala-predominant
Lewy body disease (LBD).”

‘PRION-LIKE’ PROTEINS AND
NEURONAL SPREADING

Most of the above-mentioned misfolded pro-
teins (i.e., S-amyloid, hyperphosphorylated tau,
and abnormal o-synuclein) are able to
‘propagate’ or ‘spread’ between cells in the
same manner as infectious prions, a mechanism
termed ‘prion-like’, ‘prionoid’, or simply
‘prions’ in several studies.'™'" However, not
all the molecular properties of infective prions
observed in transmissible spongiform encepha-
lopathies (TSEs) have been demonstrated in
these proteinaceous species.'' The infectious
spreading of pathogenic prions occurs between
cells, tissues and, more relevantly, organisms.
This is not described for all ‘prion-like’ mole-
cules. As recently indicated by Harbi and
Harrison in Prion,'? ‘prion-like activity’ or
‘prion-like propagation’ may also refer to self-
propagating protein aggregates that may not
yet meet a stricter ‘prion’ definition. The term
‘prion-like’ for the ‘propagative’ activities of
the misfolded proteins will be used in the pres-
ent article. Moreover, in our review misfolded
a-synuclein protein becomes a ‘prion-like’
protein.

Although there is some disagreement, it is
well established that the disease progression of
some neurodegenerative disorders, such as AD
and PD, seems to correlate with brain propaga-
tion of the misfolded protein between predict-
able anatomical pathways.'*'” In PD and
DLB, the sequential accumulation of a-synu-
clein starts in the olfactory bulb, medulla
oblongata, midbrain and forebrain, and neocor-
tex.'® Indeed, the spreading of pathological
a-synuclein is closely correlated with disease
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progression and is considered to be the underly-
ing mechanism of progression of the disease.'”

Extensive research has demonstrated that
spreading of «-synuclein can also be repro-
duced in vivo and in vitro. In vivo, peripheral
(i.e,®) or intracerebral injections of recombi-
nant a-synuclein protofibrils or insoluble frac-
tions of «-synuclein derived from affected
brains trigger conversion of natural endogenous
a-synuclein into the abnormal misfolded form,
and this misfolded a-synuclein {Jropagales in
the brains of wild-type mice,®*' a-synuclein
transgenic mice,”** monkeys,”* and marmo-
sets.”® In vitro experiments, and more
relevantly, the emerging development of ‘lab-
on-a-chip’ device cultures based on microflui-
dics, have been of great value in helping to
determine the cell-to-cell transport of several
amyloids including «-synuclein (8.2,
Thus, recombinant a-synuclein fibrils>”?® as
well as LB extracts®® can spread between neu-
rons and astroglial cells growing in these devi-
ces.?® Several mechanisms have been reported
for a-synuclein spreading using these or other
in vitro methods, such as extracellular vesicles
and tunneling nanotubes (TNTS).”JO'35 In
addition to these descriptions, several groups
have started to measure the presence of mem-
brane receptors for a-synuclein and/or other
amyloids.

A CHARGED DOMAIN OF PRP€ IS A
COMMON ‘DOCKING-DOMAIN’ FOR
SEVERAL ‘PRION-LIKE’
PROTEINACEOUS SPECIES

Several studies have reported that S-sheet
rich amyloid proteins (including a-synuclein)
can interact with plasma membrane (e.g.>9).
Although this interaction might be involved in
amyloid internalization leading to cytotoxicity,
‘docking’ and receptor-mediated interaction
activities at plasma membrane might support
most of the physiological activities of oligo-
meric proteinaceous species.’” PrP¢ can bind
with numerous membrane-associated mole-
cules including adhesion molecules, growth-
factor  receptors, and  neurotransmitter

receptors, among others. More relevantly, PrP©
has been described as a high-affinity binding
partner of oligomeric S-amyloid (ABo)—a rele-
vant finding in determining the early trigger in
AD.*** However, this interaction (ABo-PrP®)
is not exclusive since other studies have deter-
mined that the N-terminal domain of PrP€ can
bind to several B-rich peptides, including
AB.*** Indeed, mapping studies point to the ~
90-110 amino acids located in the second
charged cluster of PrP€ as the main residues
responsible for ABo binding***® (see’ for a
recent description of PrP© domains). Although
interaction between PrP® and Afo has been
demonstrated in several studies,®®** some
observations indicate that PrP is not a media-
tor of the neurotoxic effects of ABo B
Starting from these pioneering PrPC-Aﬂo bind-
ing descriptions, several laboratories have
started to analyze whether PrP© may also be a
‘cellular partner’ for other proteinaceous spe-
cies displaying ‘propagative’ properties, and to
determine whether PrP€ participates in or regu-
lates the spreading of these ‘prion-like’ proteins
and their associated neuropathology. Results
published recently by our group point out that,
in addition to ABo, membrane-anchored PrP®
can also bind to a-synuclein fibers.?’

Several receptors have been described as
binding a-synuclein. It has been shown that
a-synuclein binds to Na™/K*-ATPase subunit
03,2 lymphocyte-activation gene 3 (LAG3),>?
neurexin,”>>* amyloid 8 precursor-like protein
1 (APLP1),>® and PrP€?’ Although a-synu-
clein is implicated in the binding, uptake, and/
or trafficking of a-synuclein protofibrils, some
details of the process are missing, and for
most of them except LAG3 and PrP®, their
putative participation in the spreading of
a-synuclein and interneuronal transport has
not been fully investigated. For LAG3 and
PrPS, their binding and participation in a-syn-
uclein expansion has been analyzed in vitro
and in vivo.?”>* In both cases, the absence of
the protein receptor (LAG3 or PrPS) largely
decreases but does not fully impair
a-synuclein spreading in vivo.”’”® Recent
unpublished from our group noted that this
decrease in «-synuclein spreading in the
absence of PrP® may occur in different strains
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of mice lacking functional PrPC, by avoiding
an indirect effect of the ‘Prnp-flanking genes’
observed in the Zurich 1 (ZHI1)-derived
mice*”>*55 (Fig. 1). Conversely, the overex-
pression of Prnp enhances a-synuclein spread-
ing and the generation of the phosphorylated
form of a-synuclein (p-a-synuclein) in
anatomically connected regions (i.e., striatum
— motor cortex>’) (Fig. 1c). These results
were obtained using different Prnp genotypes,
Prap™* and Prap”° (B6.129 (ZH1) Prap™’ *’
and Zurich 3 (ZH3) Prnpwo mice®*), and
Tga20 (Prnp-overexpressing) mice under a
B6.129 background®’ (Fig. 1).

TOWARD UNCOVERING OF THE
PHYSIOLOGICAL RELEVANCE OF
a-SYNUCLEIN-PRPC INTERACTION:
LAST-MINUTE QUESTIONS

Although the interaction between «-synu-
clein and PrP® has been described, as has a
correlation between Prnp expression and
p-a-synuclein spreading in vitro and in vivo,
new, challenging questions have emerged. Sev-
eral open questions at both the cellular level
and that of neurodegeneration warrant further
study:

i) @-Synuclein can be transported intercell-
ularly through several mechanisms.

However, the participation of PrPS in
a-synuclein  seeding properties and
particular transport mechanisms needs
further research.

ii) Astroglial cells participate in a-synuclein

spreading.”® Since PrP€ is expressed in
neurons and glial cells,*® PrP might
also play a role in a-synuclein glia-to-
neuron transmission.

iii) The putative participation of PrP in the

neurotoxic effects of a-synuclein calls
for further attention. Conversely, the
actions of this binding in PrP¢ biology
and physiology, both healthy and
unhealthy, are still unkown.

iv) The vast majority of PD patients are spo-

v

-~

radic, but mutations in the SNCA gene
encoding a-synuclein  AS3T, A30P,
E46K, AS53E, H50Q, and G51D cause
autosomal-dominant forms of PD.7 As
the a-synuclein/PrPC interaction takes
place in the second charged cluster of the
PrPC, the question of whether these point
mutations may alter a-synuclein/PrP¢
interaction needs to be addressed.

a-synuclein protofibrils bind to PrP€ in
their second charged cluster domain, shar-
ing this binding motif with ABo. This sug-
gests that the effort to block PrP“/ABo
interaction with molecules (i.e., antibod-
ies®®) or chemical compounds could also
be a potential therapeutic intervention for

FIGURE 1. Increased p-a-synuclein aggregate labeling in the motor neocortex in Tga20 mice com-
pared with B6.129 (ZH1 Prnp®°) and ZH3 Prnp®° mice. Examples of p-a-synuclein aggregates in
the cortex of B6.129 (ZH1) Prnp®? (a); ZH3 Prnp®° (b) and Tga20 mice (c) injected with recombi-
nant mouse a-synuclein fibrils in the post-commissural striatum. Note the relevant accumulation of
p- a-synuclein in intracellular deposits of retrograde labeled neurons in cortical layer V of Tga20
mice. Scale bar: a = 100 «m pertains to b and c. (Color figure available online.)

B6.129-Prmp?0

ZH3-Prnp 0/0

o

gr. 3 b
i d ;

7

'gn;‘?'.\g; o § )

-~ A >A N
« PRV

A

m—

$ Q- e
i Y

197



ANEXO Il

Downloaded by [University of Saskatchewan Library| at 19:59 01 August 2017

PRPC AND o-SYNUCLEIN SPREADING 5

a-synuclein spreading and, likely, for
synucleopathies.

As Santiago Ramén y Cajal said “Ideas do not
last long. We must do something with them.” We
hope that the ideas discussed above will evolve
very quickly through the use of newly emerging
techniques (i.e, lab-on-a-chip, organoids, etc.)
under the umbrella of new mutant mice to more
fully reveal the role of PrP® in neurodegeneration.
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