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Proleg

“This states that once ‘information’ has passed into protein it cannot get out again. In more detail, the transfer
of information from nucleic acid to nucleic acid, or from nucleic acid to protein may be possible, but transfer
from protein to protein, or from protein to nucleic acid is impossible.”

On Protein Synthesis, Symp Soc Exp Biol 12, pag. 153. Francis Crick, 1958

El 1958, el Dr. Francis Crick, conegut per la seva participacid en el descobriment de
I'estructura de 'ADN (Watson and Crick, 1953), escrivia aquest paragraf sobre el que va
anomenar el Dogma Central de la Biologia (Crick, 1958). Concretament, explicava que la
transmissio d’informacio genética només tenia un sentit i era irreversible: de ’ADN a 'ARN
i de 'ARN a la proteina. Concebia a més que una proteina no podia transmetre “informacio”
cap a un acid nucleic o una altra proteina.

La investigaci6 del darrer lustre ha ampliat i modificat aquest model plantejat per Crick. En
aguesta tesi estudiem una de les primeres descobertes que van modificar aquest postulat:
el prio, una proteina capa¢ de replicar-se autonomament transmetent la seva informacio
estructural a una altra proteina modificant-la sense necessitar cap acid nucleic. Fou
descobert pel Dr. Stanley Prusiner (Prusiner, 1982) guardonat amb el Premi Nobel el 1997.

El terme pri6 va ser descrit pel propi Prusiner i prové de I'anglés protein only. Va descobrir
que l'agent causant de la degeneracié scrapie, el que avui en dia coneixem com a
Prionopaties, era només una proteina ja que solament els tractaments que degradaven la
fracci6 proteica eliminaven la seva capacitat infectiva. El descobriment dels prions va ser
un gran aveng en la historia de la biologia i la medicina. Va modificar el Dogma Central de
la Biologia i va suposar un canvi de paradigma en els models d’infectivitat: demostrava que
una proteina per se podia ser un agent infeccids.

El present projecte, més de trenta anys després, se centra en I'estudi d’aquest agent
infecciés que va revolucionar la biologia moderna: la proteina pridnica, precursora del prio.
La meva vinculacié6 amb aquesta projecte s’inicia al 2012 amb el treball de final de grau
gue encadenaria amb el Master. |, gracies a la beca Predoctoral en Neurociencia de la
Fundacion Tatiana Pérez de Guzman el Bueno, es continua amb la present tesi doctoral.
Aquest treball segueix la linia d’investigacio del grup sobre el paper de la proteina prionica
en funcions fisiologiques com la neurotransmissio, la diferenciacié neuronal i en la malaltia
d’Alzheimer. Es resumira I'estat del coneixement i s’aportara nova informacié amb tres
publicacions sobre el paper d’aquesta proteina en neurotransmissié, neuroproteccié i
neurodegeneracio.






“I don’t believe there would be any

science at all without intuition”

Rita Levi Montalcini
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La proteina prionica cel-lular (PrP€): Introduccié

1.La proteina prionica cel-lular (PrP®)

En aquest primer apartat s’introduira la proteina pridnica i les Prionopaties, concretament
s’explicara: 1) 'estructura i I'expressioé del gen que la codifica; 2) els dominis que formen la
proteina; 3) la conformacié patogenica i la seva agregacio; i 4) la familia de malalties que
ocasionen la seva acumulacié i mal plegament, les Prionopaties.

1.1 Elgen Prnpilasevaexpressio

La proteina prionica cel-lular (PrP€) esta codificada pel gen Prnp (Chesebro et al., 1985;
Basler et al., 1986). Es va anomenar “cel-lular” per diferenciar-la de la conformaci6
patogénica scrapie, (PrPS°) de la qual es parlara més endavant (Apartat 1.1). Es un gen de
16Kb situat al cromosoma 20 huma, concretament a la regié 20p13. Esta conformat per
dos exons. L'exd 2 és el que conté la informacié codificant i 'exd 1 s’elimina per splicing.
Es creu que el primer exé funciona com a regié d’iniciacié transcripcional (Puckett et al.,
1991). En rates i ratolins el gen té 3 exons i la tota la regi6é codificant es concentra al tercer
ex6 (Westaway et al., 1994a).

Durant el desenvolupament embrionari muri, I'expressio de 'ARN missatger (ARNmM) es
detecta a partir de l'estadi embrionari E7,5 a les membranes extraembrionals i a
I'al-lantoide. A E8,5 es comenca a observar al mesencéfal i romboencefal. A partir de
I'estadi E13,5 apareix la proteina al prosenceéfal, al telencéfal, al plexe coroide del quart
ventricle, la medul-la espinal i els ulls (Manson et al., 1992; Asante et al., 2002). Pel que fa
a l'adult, la PrP¢ s’expressa de forma generalitzada a tot el sistema nerviés central (SNC),
tot i que notdriament s’expressa al cerebel, a 'hipocamp, al bulb olfactori i al nucli estriat
(Sales et al., 1998). A nivell cel-lular, presenta nivells d’expressio elevats a les neurones i
astrocits, en canvi, als oligodendrocits i la microglia aquesta és reduida. Es troba també
expressada al sistema nervios periféric (SNP), al muscul, als testicles i als teixits limfoides
(Kretzschmar et al., 1986; Moser et al., 1995; Brown et al., 1998).
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Introduccié: La proteina prionica cel-lular (PrP€)

L’'expressié de PrP¢ esta conservada evolutivament, es troba a la majoria de les classes
de vertebrats: mamifers, aus, reptils, amfibis i peixos. Gran part de la seva estructura esta
conservada i el gen no és especialment polimorfic, denotant la importancia de la seva funcié
(Harrison et al., 2010). En humans s’han descrit només dos polimorfismes no sindnims amb
una frequéncia al-1élica superior a I'1%, el M129V i el E219K (Watts et al., 2018).

Actualment s’accepta que la familia de gens de prions tindria tres membres: Prnp i els seus
dos gens paralegs, Prnd i Sprn. Aguest codifiquen per les proteines Doppel i Shadoo
respectivament (Watts and Westaway, 2007; Westaway et al., 2011), que igual que la PrP€,
es troben ancorades a la membrana. Des del seu descobriment, s’han estudiat per intentar
entendre la seva possible participacio en les Prionopaties degut a la seva estructura
semblant a la PrP€. Doppel s’expressa sobretot als testicles on regula la gametogénesi. El
gen Prnd esta molt proper a Prnp, al mateix cromosoma. La seva funcié en el SNC no esta
descrita, només es coneix que la seva sobreexpressié provoca degeneracié cerebelar
(Moore et al., 1999). Shadoo regula I'embriogénesi i s’expressa sobretot al SNC. L’Sprn
es troba al cromosoma 7 en ratolins i al 10 en humans i la seva expressié coincideix amb
la de la PrP°. La deleci6 doble de Prnp i Sprn genera letalitat embrionaria. Aixo suggereix
que participa en mecanismes compensatoris en I'estadi embrionari davant I'abséncia de
PrP€ (Young et al., 2009; Passet et al., 2013; Makzhami et al., 2014).

1.2 Estructura de la proteina PrpP¢

El gen Prnp codifica per una proteina de 253 aminoacids (AA) subjecta a varies
modificacions postraduccionals generant una proteina madura de 209 AA (Figura 1). A la
regi6 N-terminal es troba un péptid senyal (SP) que condueix la proteina al reticle
endoplasmatic on sera modificada postraduccionalment. Des d’alla, iniciara el seu transit
fins a la membrana plasmatica per la via de secrecié vesicular passant per I'aparell de
Golgi. Durant aquest recorregut, s’eliminaran els primers 23 AA del péptid senyal N-
terminal, se li afegiran fins a dos glicosilacions, un pont disulfur i un grup
glicosilfosfatidilinositol (GPI) a I'extrem C-terminal. Aquest permet I'ancoratge a la part
exterior de la membrana plasmatica i dirigeix la proteina als rais lipidics de la membrana
cel-lular. Durant aquest procés, s’eliminen 22 AA del péptid senyal C-terminal precursor del
GPI (GPIp) (Stahl et al., 1987; Naslavsky et al., 1997; Bagyinszky et al., 2018). Recentment,
s’ha publicat que la PrP¢ es trobaria també al mitocondri amb el C-terminal ancorat a la
membrana externa i la part N-terminal a 'espai intermembrana (Faris et al., 2017a).
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La proteina prionica cel-lular (PrP€): Introduccié

La PrP¢ sofreix un cicle constitutiu de reciclatge i degradacié vesicular mitjangant
endocitosis regulada per Caveolina o depenent de Clatrina (Morris et al., 2006; Taylor and
Hooper, 2006). Presenta dues regions pel que fa a la seva estructura terciaria: una regio
N-terminal flexible sense conformacié definida i una regié C-terminal globular i estructurada
(Linden et al., 2008; Watts et al., 2018). La informacié concreta de la posicio de les regions
gue emprarem en aquesta tesi esta referida a la PrP° del ratoli (Figura 1).

1.2.1 El domini N-terminal

Després d’eliminar-se el péptid senyal cap al reticle, el primer domini que presenta I'extrem
N-terminal és una regié carregada positivament, el domini carregat positivament 1 (CC,)
que s’ha relacionat amb I'endocitosi de la proteina (Shyng et al., 1995). Després es troba
un domini amb quatre repeticions (R1-R2-R3-R4) de vuit aminoacids (PHGGGWGQ), la
regié dels octarepeats (OR). Els OR s’uneixen a cations divalents com el Cu?* i el Zn?".
Aguesta unié regula I'endocitosi de la PrP€ i la propia homeostasi dels cations afectant a la
dinamica sinaptica (Brown et al., 1997; Walter et al., 2007). A continuaci6, presenta un
domini central carregat positivament (CC;) i un domini hidrofobic (HD) (Figura 1). Aquest
darrer esta molt conservat evolutivament i es postula que podria tenir un paper important
en la resposta de PrP¢ a I'estrés (Rambold et al., 2008; Watts et al., 2018).

1.2.2 El domini globular

La regi6é C-terminal té una estructura definida formada per dos petites regions en forma de
lamina beta (128-131 i 161-164) i tres hélixs alfa (144-154, 173-194 i 200-228). Aquesta
regié sofreix maodificacions postraduccionals, un pont disulfur entre dues helix alfa
(Cys179-Cys214) i fins a dues N-glicosilacions (Asn180 i Asn196). S’han descrit diferents
N-glicans que s’hi uneixen amb una distribuci6 diferent al llarg del SNC. Es postula que
podria ser la causa de la diferéncia d’infectivitat que hi ha entre diferents regions del cervell
a les Prionopaties (Beringue et al., 2003; Linden et al., 2008). Finalment, s’elimina el péptid
senyal a membrana que és el precursor del GPI que s’insereix ancora la proteina a la
membrana (Stahl et al., 1987) (Figura 1).
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Introduccié: La proteina prionica cel-lular (PrP€)
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Figura 1: Estructura de la PrPC. A) Esquema dels dominis de la PrP€ immadura. En negre trobem
els dos peptids senyals que s’eliminaran durant la maduracié de la proteina, I'N-terminal (SP) i el C-
terminal, precursor del GPI (GPIp). En blau i groc, trobem les hélix alfa (a1-3) i les lamines beta ($1-
2), respectivament. El domini dels octarepeats (OR) esta representat en lila, els dominis carregats
positivament en marr6é (CC1-2) i en roig el domini hidrofobic (HR). També estan representades les
dues glicosilacions i el pont disulfur (S-S). B) Representacié tridimensional de la PrPC madura
ancorada a la membrana. S’observa el domini globular estable i el domini flexible N-terminal.
L’esquema de la conformacioé s’ha adaptat de Watts, et al. 2018.

1.3. Laconformaci6 scrapie (PrP*°) i la seva agregacio

Es va definir el pri6 com I'agent proteic causant de les Prionopaties (Prusiner, 1982).
Consisteix en la PrP€ amb una conformacié patogénica, anomenada scrapie. Se li va posar
aguest nom referint-se a la patologia pridnica que sofreixen ovins i caprins. També s’ha
anomenat resistent (PrPR®) per la seva capacitat de no ser degradada totalment per
proteases (Linden et al., 2008; Scheckel and Aguzzi, 2018). Més que la seva estructura
especifica, el que confereix la infectivitat prionica a la PrPS¢ sén els propagons que genera.
Es considera un propag0 la unitat minima de proteines mal plegades que sén capaces
d’autoreplicar-se i agregar-se (Cox et al., 2003).
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S’han plantejat diverses teories de com s’agrega la PrP¢, actualment la més acceptada és
la nucleacié, on algun agent extern desencadenaria el plegament anomal de la PrPC.
Podria ser degut a una mutacié a Prnp, la sobreexpressioé de la PrP¢, I'envelliment dels
sistemes de control o algun estres cel-lular. La proteina mal plegada pot ser replegada per
les Head shock proteins, degradada pel proteosoma o agregar-se formant els -oligomers
patogénics. Aquests B-oligdmers poden generar estructures més grans incorporant altres
PrPSc o PrPC. Aixi es formen les protofibril-les i després les fibril-les (Figura 2). La
fragmentaciéo d’aquestes estructures més grans genera nous propagons que poden
reiniciar el cicle de nucleacio, incrementar I'agregacié i “infectar” altres estructures
(Sweeney et al., 2017; Scheckel and Aguzzi, 2018).

La PrPCila PrPSc comparteixen la mateixa seqliéncia d’aminoacids, pero la seva estructura
terciaria difereix notablement. La PrP¢ esta enriquida amb estructures hélix alfa i en canvi
la PrPS¢ presenta majoritariament estructures en forma de lamina beta. Aquests canvis
conformacionals modifiquen les propietats de PrPS¢ que esdevé insoluble a detergents i
parcialment resistent a les proteases (Colby and Prusiner, 2011; Takada et al., 2018).
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Figura 2: Representacio del cicle de nucleacio de la PrPsc. La sobreexpressid, I'envelliment, alguna
mutacié o un estrés cel-lular indueixen el mal plegament de PrPC. La PrPS¢ pot ser degrada via
proteasoma o formar oligdmers. Aquests poden incorporar més PrPSc i PrPC generant protofibril-les
i fibril-les, les quals es poden fragmentar i generar nous propagons per iniciar de nou el cicle.
Adaptat de Scheckel and Aguzzi, 2018.
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1.4. Les Prionopaties

Les Encefalopaties Espongiformes Transmissibles, també anomenades Prionopaties, van
comencar a ser estudiades sobretot a consequéncia de la descripcié del Kuru als anys 50.
Des de llavors s’han descrit nou variants amb diferents etiologies i simptomatologia, pero
totes amb una causa comuna: el cimul patogénic de PrPS¢ en el parénquima cerebral
(Taula 1). S’agrupen en tres tipus segons el seu origen: esporadic, genétic o adquirit.
Independentment del seu origen, totes les Prionopaties son fatals, el pacient sobreviu de
mitjana 1-2 anys després dels primers simptomes (Asher and Gregori, 2018).

Malaltia Sigles Etiologia Descripci6
Creutzfeldt-Jakob Esporadic sCJD (Creutzfelité 2119)20; Jakob,
. . - E adi M [o .
Insomni Familiar Fatal Esporadic sIFF sporzglr(r:];/icautamo (Parchi et al., 1999)
Prionopatia Variablement Resistent a VPSP (Gambetii et al., 2008)
Proteases
Gerstmann-Straeussler-Scheinker GSS Mutacions a Prnp (Gerstmann, 1928)
. . Mutacié D178N + .
Insomni Familiar Fatal IFF 129MM/129MV (Lugaresi et al., 1986)
Creutzfeldt-Jakob Familiar fCJD Mutacions a Prnp  *(Goldgaber et al., 1989)
o (Gajdusek and Zigas,
Kuru Kuru Endocanibalisme 1957)
Creutzfeldt-Jakob iatrogenic iCJD Infecci6 iatrogénica (Duffy et al., 1974)
Variant de [a m?:lgi de Creutzfeldt- \o3p  Infecci6 prions BSE (Will et al., 1996)

Taula 1: Subtipus de Prionopaties organitzades segons la seva etiologia. S’agrupen en
esporadiques, genétiques i adquirides. Es mostren també les sigles en anglés i la publicacié on es
descrigueren per primer cop. *Referéncia de la descripcié de la mutaci6 més comuna que causa
fCJD, la E200K.

1.4.1 Incidéncia de les Prionopaties

La incidéncia de les Prionopaties és d’'un o dos casos per milié de persones i any. No es
disposa de dades concretes de la seva prevalenca degut a la curta supervivencia dels
pacients. Entre el 85-90% so6n d’origen esporadic, un 10 % genétic i menys de I'1% d’origen
adquirit (Scheckel and Aguzzi, 2018; Takada et al., 2018; Zerr and Parchi, 2018). A I'Estat
espanyol s’han diagnosticat 1724 casos des de que es va comencar a registrar
detalladament el 1998, una vuitantena per any (Registro Nacional de Enfermedades
Espongiformes Transmisibles Humanas. Centro Nacional de Epidemiologia) (Figura 3).
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S’ha observat que, independentment del seu origen, el polimorfisme de '’AA 129 de la PrP¢
condiciona la clinica de la malaltia. L’heterozigosi metionina/valina (129MV) i 'homozigosi
valina/valina (129VV) en redueix la susceptibilitat, tot i que no fa impossible cursar-la.
Sembla que els pacients 129MV i 129VV presenten periodes d’incubacié més llargs i se’ls
endarrereixen I'aparicié dels simptomes (Scheckel and Aguzzi, 2018).
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Figura 3: Casos de Prionopaties confirmats i possibles notificats a I'Estat espanyol en el periode
1998-2017. Amb un codi de colors es presenten el nombre d’afectats de cada subtipus. La linia
discontinua mostra el total de casos notificats (confirmats o no) i la continua el nombre de defuncions
per Prionopatia. Grafica adaptada de I'informe del 18 d’Abril de Centro Nacional de Epidemiologia
del Instituto de Salud Carlos IlI.

1.4.2 Prionopaties familiars

Les Prionopaties d’origen familiar o genétic remeten a mutacions al gen Prnp (Figura 4).
Es postula que les mutacions a la PrPC€ li confereixen més susceptibilitat al plegament
patogenic. La majoria dels casos es deuen a mutacions de sentit erroni on es substitueix
un aminoacid. Fins al moment, se n’han descrit 35, majoritariament al domini globular
(Takada et al., 2017). S’han observat també insercions i delecions de seqliéncies curtes
d’aminoacids, sobretot de la regi6 dels OR (OPRI i OPRD). Alguns treballs han mostrat que
lincrement de regions repetides al domini OR augmenta I'afinitat entre la PrP¢i la Prpsc
accelerant la nucleacié (Moore et al., 2006). Finalment, s’han descrit també mutacions de
sentit erroni on s’introdueix un codo de terminacié al domini globular eliminant aixi el domini
GPI, com la Q160X (Fong et al., 2017).
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Abans que es descobris el gen Prnp i les seves mutacions, es van categoritzar les
Prionopaties familiars basant-se en la clinica. Trobem I'lnsomni Familiar Fatal (FFI), la
Sindrome de Gerstmann-Straeussler-Scheinker (GSS) i la malaltia de Creutzfeldt-Jakob
familiar (fCJD). Tot i que es classifiguen en aquests grups, les manifestacions cliniques i
patologiques son heterogénies i alguns casos no encaixen perfectament amb aquesta
terminologia (Takada et al., 2018).

GSS fCJD
— r 1
2-OPRI
6-OPRI 3-OPRI
7-OPRI 4-OPRI
8-OPRI 5-OPRI
9-OPRI 6-OPRI
12-OPRI 7-OPRI
2-OPRD
PI02L
P105L —_ G114V
A7V
129M or 129V
Polymorphism G131V
Y145 — ——  R148H
*Q160X
FFI
—
D178N + 129M/- VI76G __—— ——  D178N + 129V
—  T183A
F198S <= ——  E200K
—_ V203
Q217R — V2101
Y218N
—

a

A224V
*Q227X

GPI

Figura 4: Mutacions que cursen amb Prionopaties familiars. Es presenten agrupades per les que
causen FFIl, GSS o fCJD. També es mostra amb una fletxa roja el polimorfisme 129 que modula la
susceptibilitat a la malaltia. Com a exemple de la terminologia utilitzada, explicarem que la mutacio
A117V implica la substitucié d’'una alanina (A) per una Valina (V) a 'aminoacid 117. Si la segona
lletra és una X implica que apareix un codd de terminacio i es genera una proteina truncada. Les
OPRI i OPRD son insercions i delecions dels octarepeats, respectivament. Les marcades amb un
asterisc cursen una clinica i patologia atipiques que no s’agrupen en cap dels altres subtipus.
Informacié obtinguda de Takada et al, 2017 i Scheckel and Aguzzi, 2018.

Insomni Familiar Fatal

El causa la mutacié de sentit erroni D178N acompanyada de la preséncia d’almenys d’'una
metionina al cod6 129 (Lugaresi et al., 1986). De mitjana apareix entre els 55 i els 60 anys
amb un espectre des dels 20 fins als 70. La supervivéncia mitjana €s d’'uns 15 mesos
(Krasnianski et al., 2014). Els cimuls de PrPs¢ es troben principalment al talem. Cursa amb
una disrupcié del cicle de son-vigilia, alteracié dels ritmes circadiaris, sobre-activacié
simpatica i deficits d’atencio (Takada et al., 2018).
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Sindrome de Gerstmann-Straeussler-Scheinker

La GSS porta el nom dels tres metges que la van descriure (Gerstmann, 1928; Gerstmann
J et al., 1936). Cursa amb una clinica molt heterogénia, perd generalment cursa amb
demencia i déficits motors com ataxia, paraparéesia espastica i simptomes extrapiramidals.
La histopatologia mostra agregats multicentrics de PrPS¢ sobretot al cerebel i a la
substancia gris cortical (Figura 5A). La malaltia apareix de mitjana al voltant dels 50 anys
amb un rang d’edat des dels 27 als 66. Presenten la supervivéncia des de l'aparicié dels
primers simptomes meés llarga del conjunt de les Prionopaties, al voltant dels 4 anys, variant
des de 7 mesos fins a 11 anys (Liberski and Ironside, 2004; Takada et al., 2018).

Fins al moment, s’han descrit més de 20 insercions al domini OR (OPRI) i una quinzena de
mutacions de canvi de sentit que cursen amb la GSS. La mutacié P102L és la mutacié més
comuna (Hsiao et al., 1989). També s6n remarcables les mutacié amb 8 i 12 insercions, la
8-OPRI (Laplanche et al., 1999) i la 12-OPRI (Kumar et al., 2011); i les mutacions no
sinonimes P105L (Yamazaki et al.,, 1999), A117V (Tranchant et al., 1997) i la Y218N
(Alzualde et al., 2010) (Figura 4). Molts pacients presenten comorbiditat clinica i
histopatologica amb altres malalties neurodegeneratives com ['Alzheimer (AD) i les
Taupaties, fet que en dificulta el diagnostic (Ishizawa et al., 2002; Bagyinszky et al., 2018;
Takada et al., 2018).

Malaltia de Creutzfeldt-Jakob familiar

S’han descrit una vintena de mutacions de sentit erroni i algunes OPRI relacionades amb
el fCJD (Figura 4). La més comuna és la E200K (Goldgaber et al., 1989). La D178N causa
fCJD acompanyada del polimorfisme 129VV, sind cursa amb FFI (Kretzschmar et al.,
1995). Apareix sobre els 60 anys amb un rang dels 20 als 90. La supervivéncia mitjana és
de 5 mesos després de I'aparicié dels simptomes, tot i que s’han descrit casos de 8 anys
(Ladogana and Kovacs, 2018). Cursa amb una clinica heterogénia, pero a grans trets els
pacients presenten demeéncia, simptomes cerebelars i extrapiramidals, mioclonia i
desordres psiquiatrics (Takada et al., 2018).
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1.4.3 Prionopaties d’origen esporadic

Es defineixen com a esporadics perqué no se’n coneix la causa. El plegament anomal de
PrPC¢ es produeix esporadicament o per I'adquisicié d’'una mutacié somatica desconeguda.
Entre aquestes, es troben la malaltia de Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD), I'lnsomni
Familiar Fatal esporadic (sIFF) i la Prionopatia Variablement Resistent a Proteases
(VPSPr).

Malaltia de Creutzfeldt-Jakob esporadica

L’aparicié del sCJD és, de mitjana, entre els 60 i 70 anys. Es la Prionopatia més frequent,
representant el 85-90% dels casos. No obstant, trobem casos entre els 20 i els 90 anys.
La supervivéncia mitjana després de I'aparicio dels primers simptomes és de 6 mesos, tot
i que hi ha casos més dramatics on els pacients traspassen a les poques setmanes i d’altres
que sobreviuen alguns anys. La major supervivéncia correlaciona amb el sexe, I'aparicio
prematura de la malaltia i 'heterogeneitat 129MV (Pocchiari et al., 2004). La clinica del
sCJD és molt variada, pero la majoria dels casos cursen amb mioclonia, deméncia, ataxia,
anormalitat en el to muscular i trastorns psiquiatrics (Zerr and Parchi, 2018). S’han descrit
dos tipus de PrPS¢ segons el patré de bandes que formen en un gel de poliacrilamida
després de digerir-la amb proteinasa K (PK). S’han descrit 6 subtipus de sCJD segons el
polimorfisme al codé 129 (MM, MV o VV) i el tipus de PrPsc que presenten (1 o 2): MM1,
MV1, VV1, MM2, MV2 i VV2. Entre els subtipus s’observen diferéncies cliniques i
histopatologiques (Figura 5B-D), la majoria dels casos so6n MM1, MV2 i VV2 (Palmer et al.,
1991; Zerr and Parchi, 2018).

Prionopatia Variablement Resistent a Proteases

Va ser descrita el 2008 i se n’han diagnosticat una quarantena de casos (Gambetti et al.,
2008). A diferencia de les altres Prionopaties, la PrPS¢ de la VPSPr no és practicament
resistent a les proteases. Va ser descoberta durant I'analisi histopatologica d’'un pacient ja
gue es va observar que presentava cimuls de PrPS¢ que podrien remetre a CJD, pero en
canvi, no hi havia deteccio de la proteina pridnica després del tractament amb PK (Figura
5F). Els pacients presenten psicosis, deméncia i problemes de parla i traspassen als 2 anys
de mitjana (Zou et al., 2010; Notari et al., 2018).
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Insomni Familiar Fatal esporadic

Es tracta d’'una fenocopia del FFI genétic pel que fa a simptomatologia i la seva afectacio
talamica. Se n’han descrit una trentena de casos fins al moment (Parchi et al., 1999). El
sFFI també se 'ha anomenat com una variant d’afectacié talamica de sCIJD-MM2. La zona
d’afectacio va més enlla del talem i apareixent cimuls a altres regions corticals (Cracco et
al., 2018).

1.4.4 Prionopaties adquirides

En aquests casos el pacient ha estat en contacte amb PrPS¢ preexistent que I'ha infectat.
Representen menys de I'1% dels casos de Prionopatia, pero la seva etiologia infectiva va
suposar una alarma per als sistemes sanitaris mundials i I'Organitzacié Mundial de la Salut
(OMS) (Bonda et al., 2016; Turner, 2018). Poden ser d’origen zoondtic, iatrogénic o per
canibalisme.

Variant de la malaltia de Creutzfeldt-Jakob

La variant de la malaltia de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) va aparéixer per primer cop al Regne
Unit (Will et al., 1996). Es la variant zoonoética del sSCJD causada per la ingesta de material
procedent de vaques amb Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE). Aquesta variant
bovina de les Prionopaties va apareixer al Regne Unit als vuitanta (Wells et al., 1987). Deu
anys més tard, van aparéixer casos de CJD que afectaven pacients molt joves amb una
histopatologia diferent al sCJD (Figura 5E). Es van relacionar amb la epidémia de BSE que
havia sofert el pais la década anterior. Actualment, se n’han descrit uns 250 casos, més
del 75% dels quals al Regne Unit. A 'Estat espanyol se n’han diagnosticat 5 fins al moment.
Es considera que tots els casos provenen de la epidémia de BSE del Regne Unit sigui per
la ingesta local o per la importacio de vedella britanica (Brandel and Knight, 2018).

Tots els casos de vCJID presenten el polimorfisme 129MM, excepte un 129MV descrit
recentment (Mok et al., 2017). Aquest cas ha fet plantejar que podriem estar en una segona
onada de vCJD de pacients amb 129MV i 129VV, ja que aquests polimorfismes haurien
allargat el periode d’incubacié (Brandel and Knight, 2018; Scheckel and Aguzzi, 2018).
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Figura 5: Analisis immunohistoquimica dels d’agregats de PrPSc en diferents subtipus de
Prionopatia. A) Deposits de PrPS¢ multicéntrics tipics de la GSS (fletxes) en un cas relacionat amb
la mutacié P120L. B-D) Diferents disposicions d’agregats en sCJD: a nivell sinaptic en un cas MM1
(B), a nivell perivacuolar en un cas MM2 (triangles, C) i a nivell perineuronal en un VV2 (asterisc, D).
E) Placa florida tipica de la vCJD. F) Petits deposits granulars i puntejats en la VPSPr. Totes les
seccions son corticals. S’ha utilitzat I'anticos M7216 a totes excepte a la F on s’ha emprat el 3F4.
Adaptades de Del rio et al, 2018 (A-E) i de Notari et al, 2018 (F). Les imatges B-E comparteixen
escala.

Malaltia de Creutzfeldt-Jakob iatrogéenica

Fins al moment, s’han descrit uns 500 casos de la forma iatrogénica de la malaltia de
Creutzfeldt-Jakob (iCJD). S’han relacionat amb la infecci6 derivada de diferents
procediments medics: trasplantaments de duramater, administraci6 d’hormona del
creixement cadaverica, trasplantaments de cornia, transfusions de sang i infeccid per
material quirtrgic contaminat. El primer cas fos descrit als setanta (Duffy et al., 1974) i des
de llavors s’han modificat els protocols de descontaminacié del material quirurgic, els
criteris de seleccié dels donants i s’ha introduit la leucoreduccié universal de la sang per a
transfusions en molts paisos. La seva clinica varia molt segons la font de la infeccié (Bianchi
et al., 2016; Bonda et al., 2016; Turner, 2018).
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Kuru

Finalment, trobem el cas especial del Kuru. Es va descriure que moltes persones de la tribu
Fore (Papua Nova Guinea) presentaven una malaltia neurodegenerativa endémica sense
explicacié aparent (Gajdusek and Zigas, 1957). Estudis posteriors, van demostrar que la
causa provenia dels rituals de canibalisme d’aquesta tribu amb els seus difunts. Els homes
de la tribu ingerien la “millor” part del cos, els musculs, i, en canvi, els nens i les dones les
visceres i organs com el cervell. Aixo va ajudar a relacionar la ingesta del cervell com la
causa de la malaltia ja que coincidia amb la part de la societat que preferentment la sofria
(Klatzo et al., 1959; Bonda et al., 2016). El descobriment d’aquesta malaltia va iniciar la
investigacio en el camp de les Prionopaties i va permetre descriure 'origen comu entre el
sCJD, el Kuru i la variant scrapie ovina (Asher and Gregori, 2018).

1.4.5 Diagnosi i terapia de les Prionopaties

L'unic diagnostic definitiu de les Prionopaties és la deteccidé de PrPs¢ per biopsia o
histopatologia post mortem. La gran heterogeneitat clinica de les Prionopaties, la seva
semblanga amb altres malalties neurodegeneratives i la seva curta durada, fan dificil
diagnostic simptomatologic. Tot i aix0, la investigacié ha fet molts avencos en els darrers
anys per millorar la diagnosi amb la caracteritzacié de nous biomarcadors i protocols de
deteccié de la PrPsc,

Biomarcadors per la diaghosi

Hi ha alguns patrons en I'electroencefalograma i en la ressonancia magnética caracteristics
de les Prionopaties. A més, s’utilitzen els nivells de les proteines 14-3-3 i p-Tau en el liquid
cefaloraquidi (CSF) com a biomarcadors per al diagnostic (Ironside et al., 2017). L'estudi
de biomarcadors al CSF és un camp en creixement, de fet, recentment s’han descrit nivells
elevats d’a-sinucleina i de la cadena lleugera del neurofilament (NFL) en pacients de
Prionopatia (Zerr et al., 2017; Kanata et al., 2018; Schmitz et al., 2018).

Complementariament, s’han implementat assajos d’amplificacié de proteina mal plegada
(PrPs¢) ex vivo seguint un procediment similar a la PCR de 'ADN. Actualment trobem dos
procediments utilitzats en investigacié basica: la protein misfolding cyclic amplification
(PCMA) (Saborio et al., 2001) i la real-time quaking-induced conversion (Rt-QulC) (Wilham
et al., 2010). En els dos cassos, s’incuba la mostra on es vol testar la preséncia de PrPs¢
amb PrP¢ recombinant o homogenat de cervell com a substrat. Cicles d’amplificacié de
I'agregacié de PrPS¢ amb la PrP€ del substrat sén alternats amb la disgregacié dels
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agregats generats per produir nous propagons i amplificar la senyal. Amb aquests cicles
s’amplifica de forma exponencial la preséncia de la PrPs¢ i permetent la deteccié de molt
pogues unitats de la PrPS¢ (Moda, 2017; Zerr et al., 2017).

Amb aquests procediments s’ha millorat la deteccié de PrPS¢ en comparacié amb el métode
convencional per Western Blotting. Amb el PCMA s’ha aconseguit la deteccio de la PrPs¢
en mostres de sang de pacients de vCJD i de mucosa del tracte olfactiu en sCID (Moda,
2017). Amb la Rt-QuIC inclus s’ha validat amb mostres de CSF per la diagnosi de les
Prionopaties amb quasi un 100% d’especificitat i un 85% de sensibilitat (Zerr et al., 2017).

Tractaments

Pel que fa als tractaments, desafortunadament no podem comentar gaires avencos. La
terapia actual consisteix en medicacié per controlar la simptomatologia i alleugerir el
sofriment del pacient fins la defuncié. Es va testar la Quinacrina (un farmac utilitzat per al
tractament de la malaria) en dos assajos clinics sense éxit (Collinge et al., 2009; Geschwind
et al., 2013). Actualment no hi ha cap altre assaig clinic en curs que testi algun tractament
per les Prionopaties (www.clinicaltrials.gov).

Hi ha algunes linies d’investigacié que han donat resultats prometedors en models animals
i potser es podrien testar en humans en uns anys. Aquestes ataquen la PrP¢ endogena per
intentar reduir la seva agregacié amb molécules anti-prions (Diaz-Espinoza et al., 2018) o
amb anticossos (Polymenidou et al., 2004; Herrmann et al., 2015). Inclds hi ha un assaig
clinic liderat pel Dr. Adriano Aguzzi (Universitat de Zurich, Suissa) per obtenir mostres de
pacients amb Prionopatia genética per detectar anticossos anti-prions endogens.
Actualment estem molt lluny de poder aconseguir alguna cura per les Prionopaties. Tot i
que 'eliminacio de la PrPs¢ arribés a ser factible, encara s’ha d’avangar molt en el diagnostic
perqué pogués ser una terapia real. Es necessita primer assolir un nivell de diagnosi
precog, inclis asimptomatic, per incidir en la malaltia abans de la simptomatologia perque
I'afectacio del SNC ja esta molt avangada.
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2 . Funcions fisiologiques de PrP°

La PrP°¢ esta evolutivament conservada en tots els vertebrats. Aixd ha fet pensar que
aquesta proteina ha d’exercir funcions rellevants que I’hagin preservat al llarg de I'evolucié.
Des del descobriment, s’ha estudiat el seu paper principalment en el SNC. No obstant, avui
en dia, les seves funcions no estan totalment definides i no hi ha consens en el camp. S’han
emprat molts models i protocols diferents per abordar aquesta matéria i aixd0 ha generat
disparitat de resultats i una manca de reproductibilitat. L’estudi de les funcions fisioldgiques
de la PrP¢ s’ha considerat molt rellevant per entendre les Prionopaties. Es considera que
la simptomatologia d’aquestes malalties és consequéncia no només del guany de funcié
patologica degut al plegament andmal i 'agregacié de la PrPs¢, siné també de la pérdua de
funcio fisiologica de la PrPC. Es a dir, es considera igualment important la degeneracio i
mort neuronal que causa la PrPS¢, com la pérdua de la funcié nativa de la PrP¢ (Westergard
et al., 2007; del Rio and Gavin, 2016; Wulf et al., 2017).

En aquest apartat, es resumiran les funcions atribuides a la PrP€ per contextualitzar I'estat
de la glestid i intentar entendre els déficits que pot ocasionar la seva disfuncié al SNC dels
pacients. En primer lloc, explicarem els models in vivo que s’han generat per estudiar
aquesta proteina, ja que han ocasionat molta controversia en els darrers anys. A
continuacio, es parlara de les funcions fisiologiques en qué s’ha relacionat la PrP: a la
sinapsi glutamatergica, en funcions cognitives com la memoria i I'aprenentatge, en la
mielinitzaci6 dels axons periférics; i en la diferenciacié neuronal.

2.1 Models d’estudi de PrP¢

El 1992 es va generar el primer animal deficient per a la PrP¢ (Prnp®®), el ratoli Zurich |
(Blieler et al., 1992). Des de llavors s’han descrit una desena més de models murins Prnp®°
i altres que n’expressen formes truncades o d’altres mamifers. A més, s’han generat
models genoanul-lats d’altres animals com la cabra, la vaca i el peix zebra. En aguest
apartat es resumiran els més utilitzats.
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2.1.1 Models animals no murins

Les Prionopaties que afecten al bestiar han estat motiu de preocupacio per les autoritats
sanitaries per la seva implicacié en la cadena alimentaria i el risc demostrat d’infeccio
zoonotica als humans. A més, el ratoli no desenvolupa la Prionopatia de forma natural i
estudiar-hi la biologia de la PrPS¢ allunya de la patologia real. Per aix0 s’han desenvolupat
models animals no murins per estudiar la BSE (vaca) i la malaltia scrapie (cabra).

S’ha generat un model bovi deficient per a la PrP°. Els seus extractes proteics de cervell
no propaguen la Prionopatia in vitro, demostrant també que la PrP€ és indispensable per
'avenc¢ de la malaltia (Richt et al., 2007). La vaca és I'inic animal no huma, on s’ha
descobert un cas de Prionopatia espontania relacionada amb una mutacié, la E211K
(homologa a la E200K humana) (Richt and Hall, 2008).

En el cas de la cabra hi ha dos models Prnp®®: un generat per transgénesi (Yu et al., 2009)
i I'altre descobert a la natura amb un cod6 de terminacio al gen Prnp (Benestad et al., 2012).
En I'estudi de I'scrapie, s’han invertit molts recursos per descobrir polimorfismes de Prnp
que redueixin la susceptibilitat a la malaltia per reduir el risc d’infeccié al bestiar (Aguilar-
Calvo et al., 2015). En aquests models, com en els bovins, els estudis de pérdua de funcié
no han aportat practicament cap resultat. Es postula que no s’ha observat cap déficit notori
per les seves condicions d’estabulacio i per la poca modulacié experimental que permeten
(Brunelle et al., 2016).

Pel que fa a 'estudi de la biologia de PrP¢, hem de remarcar els models de peix zebra
(Danio rerio). El peix zebra presenta dos gens ortolegs al Prnp mamifer, el Prp-1i el Prp-2
que s’expressen sobretot al SNC. La mida d’aquestes proteines és més gran que la variant
dels mamifers, pero la seva estructura presenta dominis similars (Cotto et al., 2005). L’Us
d’aquests models genoanul-lats ha relacionat la PrP¢ amb: 1) neuroprotecci6 epiléptica i
regulacio dels receptors d’NMDA (Fleisch et al.,, 2013); 2) adhesi6 cel-lular i
desenvolupament (Solis et al., 2013); i 3) aprenentatge i memoria (Leighton et al., 2018).

2.1.2 Models de ratoli

Els ratolins s’han convertit en una de les eines principals en la recerca biomédica, sobretot
amb el desenvolupament dels primers ratolins transgénics als anys vuitanta (Gordon et al.,
1980). En el cas de les Prionopaties, disposem de ratolins que: 1) no expressen la PrP¢, 2)
la sobreexpressen 3) n’expressen formes truncades, i 4) n’expressen variants d’altres
mamifers.
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Ratolins Prnp%0

Fa quasi tres decades des de la generacié del primer ratoli deficient per la PrP€. Aquest
model es va anomenar Zurich | (ZHI) per la ciutat on es va generar. Presenta un fons
genétic mixt C57BL6/12Sv i també se I'anomena B6129-Prnp®°. En molts casos, s’ha
retrocreuat diverses generacions amb animals C57BL6 (B6) purs per reduir el fons genetic
d’origen 129Sv generant el model B6.129-Prnp®°. La primera caracteritzacié va mostrar
una anatomia normal i cap deficiencia aparent (Bueler et al., 1992). Aquest model va
permetre demostrar que la preséncia de PrP¢ és indispensable per adquirir la Prionopatia
ja que és resistent a la patologia per infeccié amb inoculs scrapie (Bueler et al., 1993). Uns
anys més tard, es va generar un nou ratoli genoanul-lat, el model 'Edinburgh (Edg) amb el
fons genetic pur 129/Ola, En primer terme, aquest animal tampoc va mostrar deficits
cognitius ni del desenvolupament (Manson et al., 1994). La manca de fenotip va plantejar
que les funcions fisiologiques de la PrP¢ eren redundants i estaven compensades per altres
sistemes. Més endavant, altres estudis si que han observat déficits en aquests models en
diverses funcions del SNC que més endavant s’explicaran.

Uns anys més tard, es van generar nous models Prnp®°

amb la deleci6 total del gen, a
diferéncia dels anteriors on només s’havia alterat un exo. El primer, anomenat Nagasaki,
presentava un desenvolupament normal fins als 70 dies i, a partir de llavors, els animals
sofrien ataxia i pérdua de coordinacié motora relacionada amb degeneracio de les cél-lules
de Purkinje. Aquests resultats feien pensar que PrP¢ jugava un paper principal en el
manteniment i la supervivéncia d’aquestes cél-lules. Els autors apuntaven a qué aquest
fenotip no s’havia observat en els models anteriors perqué no se’ls havia eliminat totalment
el gen i postulaven que traduien proteines truncades que eren suficients per prevenir la
degeneracié cerebelar (Sakaguchi et al., 1996). Més endavant van rescatar el fenotip

degeneratiu expressant de novo PrP¢, aparentment confirmant-ho (Nishida et al., 1999).

La disparitat de resultats entre els models va obtenir resposta uns anys més tard. Es va
descobrir que en el model Nagasaki i en un altre acabat de generar amb el mateix tipus de
delecio, el RmcO (Moore, 1997), la degeneracio cerebelar era deguda a la sobreexpressié
de la proteina Doppel i no a I'abséncia de la PrP€. La transgénesi havia afectat a una regio
d’iniciacio d’splicing que conduia a la sobreexpressio del gen Prnd que codifica per Doppel
(Moore et al., 1999; Moore et al., 2001). Un tercer model generat en aquesta época, el
Zurich II (ZHII) (Rossi et al., 2001) també presentava degeneracidé cerebelar i ataxia
relacionada a “I'efecte Doppel”. Degut a aixd, el Nagasaki, 'RmcO i el ZHIl van ser
descartats.
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L’efecte dels Flanking genes en els models murins Prnp®°

La controvérsia sobre els models Prnp® ha anat més enlla de “lefecte Doppel”.
Recentment, s’ha descrit I'efecte dels “Flanking genes” en el model més emprat, el Zurich
I, degut a un artefacte consequiéncia de la transgenesi (Taula 2). Per generar aquest animal
es va eliminar Prnp a una ceél-lula mare embrionaria amb fons genétic 129/Sv. Aquestes
cél-lules es van implantar a una femella C57BL6. Aix0 va fer que, tot i el retrocreuament de
la descendéncia amb animals C57BL6 purs, 'animal ZHI-Prnp®°, perd no el ZHI-Prnp*,
presenti gens procedents del fons 129/Sv flanquejant la delecié de Prnp, els anomenats
Flanking genes. Per tant, els animals difereixen en I'expressio de la PrP¢ i també amb els
polimorfismes de les proteines codificades per aquests gens flanquejants, concretament
se’n van descriure 62 d’afectats (Nuvolone et al., 2013). A la mateixa publicacié s’observa
gue la regulacié de la fagocitosi atribuida a PrP¢ (de Almeida et al., 2005), en realitat la du
a terme un d’aquests gens, el Sirpa. El polimorfisme Sirpa?®s' de I'animal ZHI-Prnp®°
presenta més capacitat fagocitica que el polimorfisme Sirpa®’8%” que trobem en el ZHI-
Prnp**, independentment de I'expressio de la PrP¢ (Nuvolone et al., 2013).

L’efecte dels Flanking genes també afecta a tots els models que en deriven, com el FVB/N-

Prnp®°

gue es van generar creuant animals d’expressio salvatge FVB amb el ZHI (Lledo et
al., 1996). La majoria de models de sobreexpressié de la PrP¢ i de les seves formes
truncades s’han generat també a partir del model ZHI. El fenomen dels Flanking genes ha
posat en dubte els resultats obtinguts amb aguests models i necessitarien ser revaluats
(Nuvolone et al.,, 2013). Es considera una de les causes principals de la falta de

reproductibilitat en els estudis de la funcié fisiologica de la PrP°.

El model Edg, i en general els ratolins amb fons 129/0la, presenten problemes ja que tenen
poca descendéncia i les ventrades son reduides. Per aix0 un grup es va retrocreuar aquest
model amb ratolins C57BL10 i es va generar un altre ratoli genoanul-lat, el C57BL10/SnJ
(Criado et al., 2005). Utilitzant aquest model s’ha relacionat la PrP¢ amb la recaptacié de
glutamat pels astrocits (Pathmajeyan et al., 2011) i amb I'adquisicié de memoria espacial i
la potenciacio a llarg termini (LTP) (Criado et al., 2005). Aquests resultats necessitarien ser
també revaluats degut a la presencia de gens amb fons 129/Ola. Els propis autors apunten

o perd no el Prnp**, presenta 47,4Mb del genoma

en un treball del 2013 que I'animal Prnp
provinents del fons 129/Ola. Postulen que el paper neuroprotector de PrP¢ enfront la
induccié epiléptica recauria en aquests gens flanquejants i no en 'abséncia de la PrP°

(Striebel et al., 2013b).
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Nous models murins Prnp%°

00 “definitiu”, el Zurich

En aquest context apareix el que es postula com el model muri Prnp
[l (ZH3). Aquest animal s’ha generat per tecnologia TALEN sota el model co-isogénic
C57BL6/J. Només s’han eliminat 8 parells de bases generant un cod6 de terminacio a I'exé
3. Aixo modifica minimament el genoma i, pel que s’ha descrit fins ara, no provoca cap
alteracio transcriptomica al voltant de la mutacié (Nuvolone et al., 2016). Emprant aquest
model, s’ha tornat a observar que la PrP¢ participa en 'homeostasi de la mielina en el

sistema nervids periferic (SNP) (Kuffer et al., 2016).

La tecnologia Cre-loxP permet generar animals amb transgénesi dirigida tant espacialment
com temporal. En el cas de la PrP¢ s’ha utilitzat per defugir dels mecanismes
compensatoris durant el desenvolupament i aixi desemmascarar-ne el paper real. Per una
banda, trobem els models Tg37 i Tg46 que s’han creuat amb en ratoli que expressa la
recombinasa Cre sota el promotor de la cadena pesada del neurofilament eliminant Prnp a
les neurones madures (Mallucci et al., 2002; Mallucci et al., 2003). Un altre grup ha generat
dos altres models, “On” i “Off” a partir del model Edg. En el primer, I'accié de la Cre inicia
la transcripcié de Prnp, i en l'altre actua a l'inrevés (Tuzi et al., 2004; McCulloch et al., 2013).
Aguests darrers models, tot i ser una eina prometedora, no s’han compartit practicament
amb la comunitat cientifica. Aixd ha fet que, de moment, n’hagin derivat poques

publicacions.
Model Referéncia Fons genetic Efecte Doppel Flanking genes
N N N — N R  — _——
Zurich | (ZHI)* (Bueler et al., 1992) C57BL6 x 129/Sv 0 B6129 No Si
Edimburg (Edg)* (Manson et al., 1994) 129/Ola No No
FvB/N* (Lledo et al., 1996) C57BL6 x 129/Sv x FvB No Si
Nagasaki (Sakaguchi et al., 1996) C57BL6 x 129/Sv Si Si
RcmO0 (Moore, 1997) C57BL6 x 129/Sv Si Si
Zurich II (ZHI) (Rossi et al., 2001) C57BL6 x 129/Sv Si Si
C57BI10/SnJ (Criado et al., 2005) C57BI10/SnJ x 129/0la No Si
Zurich Il (ZH3)* (Nuvolone et al., 2016) C57BL6 No No

Taula 2: Models de ratoli amb deleci6é constitutiva de Prnp. Es mostra el seu fons genétic i si
presenten “l'efecte Doppel” (sobreexpressio aberrant de Doppel) i dels Flanking genes
(polimorfismes d’origen 129Sv flanquejant la delecié de Prnp). Marcats amb un asterisc els models
utilitzats en aquesta tesi.
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En resum, després de trenta anys d’investigacié sobre la PrP¢ amb models de ratoli, el
camp necessita discernir entre les funcions reals de la PrP€ i les que se li han assignat
erroniament degut als artefactes generats per la transgénesi i a I'is de diferents models
amb fons genétics mixtes. La generacié de I'animal ZH3 i dels models Cre-loxP-Prnp
prometen aportar una mica de llum en aquest sentit.

Models murins de sobreexpressié de PrP¢

Per intentar confirmar els resultats obtinguts amb el model Prnp®® s’hi va reintroduir
I'expressio de la PrP¢ per rescatar el fenotip. EI model de sobreexpressié més utilitzat és
el Tga20 que expressa la PrP¢ 4-6 cops més que un animal salvatge. Es va generar a sobre
del ZHI i, per tant, presenta els Flanking genes (Fischer et al., 1996). L’excés d’expressio
de la PrP¢ condueix a la seva acumulacié no funcional mostrant un fenotip similar al de

o Aquests models de sobreexpressio presenten una elevada excitabilitat

I'animal Prnp
neuronal (Rangel et al., 2009) i un fenotip degeneratiu en edats avancades (Westaway et

al., 1994b).

Ratolins amb expressi6 truncada de PrP¢

S’han generat models murins que sobreexpressen formes truncades de la PrP¢ per estudiar
les funcions de cada domini. Trobem el model Prnp®°AF35, que expressa només el domini
alfa-globular (A32-134) i el Prnp®°AC4 que li manca el domini OR (A94-134) (Shmerling et
al., 1998; Flechsig et al., 2000). També se n’han generat sense el domini GPI per elucidar
la rellevancia de I'ancoratge a membrana per I'aveng de la malaltia (Chesebro et al., 2005;
Race et al., 2017).

Ratolins amb expressi6 de PrPC d’altres mamifers

Finalment, s’han generat models de ratoli deficients per a la PrP¢ murina on s’ha
sobreexpressat la PrP¢ d’'una altre animal. S'utilitzen per estudiar la infectivitat de les
diferents soques de pri6, intentar reproduir la infectivitat “espontania” i estudiar la barrera
infectiva entre espécies. Entre desenes de models, per exemple, trobem ratolins que
expressen mutacions concretes de la PrP€ humana que cursen amb Prionopaties familiars
(Brandner and Jaunmuktane, 2017).
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2.2 PrP¢: Regulaci6 de la fisiologia sinaptica

Des del descobriment de la PrP¢ s’ha posat el focus en el seu rol en la sinapsi excitatoria.
S’ha descrit que participa en la neurotransmissio i en processos excitotoxics. En aquest
apartat s’explicaran coneixements basics per poder entendre les funcions en les que s’ha
relacionat la PrPC¢. S’explicara com funciona la sinapsi glutamateérgica, els seus receptors i
que son 'excitabilitat i 'excitotoxicitat neuronal.

2.2.1 La sinapsi

El terme sinapsi va ser encunyat per Sherrington ja fa més d’un segle (Sherrington, 1906).
Va ser el primer en enllagar la connexié anatomica entre dues neurones amb la seva
funcionalitat. A més, va aportar un coneixement basic que ajudaria a resoldre el conflicte
conceptual entre la teoria reticular de Camillo Golgi i la doctrina neuronal de Santiago
Ramén i Cajal. El primer pensava que tot el SNC estava format per una Unica xarxa
continua i el segon, per cél-lules discretes. La postulacié de la sinapsi com la unié fisiologica
va ajudar a confirmar la teoria de la doctrina neuronal ja que demostrava que les ceél-lules
estaven separades (Burke, 2007).

La sinapsi és la regioé de contacte especialitzat de les neurones que permet la propagacié
de l'impuls nervios. La connexidé majoritaria és entre neurones, perd també es poden
connectar a altres ceél-lules com astrocits o cél-lules musculars. La senyal que transmet és
majoritariament quimica (neurotransmissors) tot i que també hi ha sinapsis eléctriques on
la connexié implica comparticié del citoplasma i moviment d’ions entres les dues neurones
(Kandel et al., 2012). Es una estructura totalment polaritzada amb un terminal presinaptic
a la neurona emissora i un terminal postsinaptic a la neurona receptora separats per la
fenedura sinaptica. A grans trets, una sinapsi quimica funciona en tres passos: 1) l'arribada
d’un potencial d’accié al terminal presinaptic que despolaritza la membrana i provoca una
entrada massiva de Ca?" pels canals dependents de voltatge; 2) lalliberament de
neurotransmissors a la fenedura sinaptica per 'augment local de Ca?* que ha promogut la
fusié de les vesicules presinaptiques que els emmagatzemen; i 3) la uni6é especifica dels
neurotransmissors als receptors del terminal postsinaptic. Aixd desencadena un canvi en
el potencial de membrana generant potencials excitatoris (EPSP) o inhibitoris (IPSP)
(Kandel et al., 2012).
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Les caracteristiques de cada sinapsi depenen dels neurotransmissors que s’alliberin i dels
receptors del terminal postsinaptic. Poden ser excitatories o inhibitories si despolaritzen o
hiperpolaritzen el terminal postsinaptic, respectivament. El nombre exacte de
neurotransmissors diferents no es coneix, perd se n’han descrit més d’'un centenar. Es
classifiquen en dos grups: en molécules petites (sobretot AA i monoamines) i en
neuropeéptids. Entre els aminoacids els més frequents son el glutamat, I'acid y-aminobutiric
(GABA) i la glicina. La noradrenalina, la adrenalina, la serotonina i la dopamina sén les
monoamines més rellevants. Pel que fa als péptids se n’han descrit algunes desenes com
la substancia P i els opioides (Kandel et al., 2012).

2.2.2 El glutamat i els receptors glutamatergics

Fins a la década dels cinquanta del segle XX no es va descriure el paper en la sinapsi
excitatoria del glutamat (Hayashi, 1952). La majoria de les sinapsis excitatories del SNC
presenten aquest aminoacid com a principal neurotransmissor. Té un paper important en
processos fisioldgics com la plasticitat sinaptica i 'LTP. Suposen el 80-85% de totes les
sinapsis al SNC, aixi doncs la seva desregulacié es relaciona amb la clinica
neurodegenerativa de moltes patologies (Beart and O'Shea, 2007; Platt, 2007). A
continuacio, s’explicara la sintesi i el reciclatge d’aquest neurotransmissor i la importancia
dels astrocits en aquests processos. S'introduiran també els dos tipus de receptors
glutamatérgics: els ionotropics (iGIuRs) i els metabotropics (MGluRs) (Kandel et al., 2012).

Sintesi del glutamat i el seu reciclatge

La font principal de glutamat per la neurotransmissio prové del cicle glutamina-glutamat
entre els astrocits i les neurones. El glutamat després de la neurotransmissio és recaptat
pels astrdcits, convertit a glutamina i retornat de nou a les neurones que el tornen a
convertir a glutamat per iniciar de nou el cicle (Daikhin and Yudkoff, 2000; Tzingounis and
Wadiche, 2007).

El glutamat és alliberat a la fenedura sinaptica degut a la despolaritzacié del terminal
presinaptic. Un cop s’ha unit als receptors postsinaptics, els transportadors especifics del
glutamat (EEATS) el recapten de la fenedura. Aquesta recaptacio la fan majoritariament els
astrocits adjacents a la sinapsi, tot i que una petita part també és recaptada per les
neurones del terminal. S’han descrit 5 transportadors de glutamat: els EEAT1-2 que son
glials i els EEAT3-5 neuronals (Beart and O'Shea, 2007; Tzingounis and Wadiche, 2007).
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Als astrocits el glutamat recaptat és convertit en glutamina la qual és recaptada per les
neurones via transportadors dependents i independents de Na*. La glutamina és convertida
a glutamat al mitocondri de la neurona per la glutaminasa. Després, el transportador de
glutamat vesicular (Vglutl) l'internalitza a les vesicules presinaptiques per alliberar-ho de
nou (Daikhin and Yudkoff, 2000; Tzingounis and Wadiche, 2007).

Aquest cicle és la font primaria de glutamat per la sinapsi tot i que aquest aminoacid també
pot ser generat a partir d'un dels intermediaris del cicle de Krebs, 'alfa-ketoglutarat. A més,
pot ser oxidat i entrar al propi cicle de Krebs per obtenir energia. Es considera que aquest
mecanisme s’ha conservat evolutivament perqué: 1) redueix I'exposicié del glutamat a la
fenedura sinaptica per prevenir la sobreactivacio; 2) utilitza de missatger la glutamina que
no és activa en el terminal sinaptic prevenint I'activacié inespecifica del terminal; 3) proveeix
a la neurona no només el precursor d’'un neurotransmissor, sind un metabolit que pot ser
emprat en altres vies metaboliques i com a font energética; i 4) tampona els possibles
excessos d’amoni del SNC potencialment neurotoxic (Daikhin and Yudkoff, 2000).

Receptors lonotropics

S’han definit tres tipus de iGIuRs farmacoldgicament i funcional. S’anomenen segons els
seus agonistes principals: 1) receptor d’a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionat
(AMPA); 2) receptor d’N-metil-d-aspartat (NMDA); i 3) receptor de 2-carboxi-3-carboximetil-
4-isopropenilpirrolidina o, també anomenat, acid kainic (KA). Aquesta classificacié no
s’ajusta totalment a la realitat ja que s’ha descrit activacié creuada entre ells. Tots els
receptors son tetramers i les subunitats que els formen caracteritzen la seva funcié. Sén
canals cationics no selectius permeables a Na* i K*, i amb més o menys afinitat al Ca?*
(Meldrum, 2000; Platt, 2007).

Aquests receptors tenen estructures similars perd presenten cinétiques d’activacio
diferents. Aixo confereix a les sinapsis diferents tipus d’activacié segons la combinacio de
receptors que expressen. La majoria de terminals glutamatérgics presenten
majoritariament una barreja de receptors AMPA i NMDA (lacobucci and Popescu, 2017).

- Els receptors AMPA

Els receptors AMPA sbn els responsables de la transmissié excitatoria més rapida i
majoritaria del SNC. Les seves caracteristiques fisicoquimiques fan que s’activin els
primers a la sinapsi i decauen determinant I'amplitud del EPSP que es genera al terminal.
S’expressen tant a neurones com a la glia al llarg de tot el SNC. Presenten dos regions
d’unio al glutamat (Tzingounis and Wadiche, 2007).
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Estan formats majoritariament per heterotetramers, tot i que també trobem homotetramers.
Poden presentar combinacions diferents de quatre subunitats codificades pels gens GIuAl,
GluA2, GIuA3 i GluA4 (tradicionalment anomenats GIuR1, GluR2, GIUR3 i GIluR4,
respectivament) (Henley and Wilkinson, 2016) (Taula 3). Hi ha autors que descriuen que la
majoria de receptors AMPA estarien formats per dues subunitats de GIuAl i dues de GIuA2
(Lu et al., 2009), i d’altres parlen les parelles GluA1-GIuA2 i GluA2-GIuA3 com igual de
freqlents (Wenthold et al., 1996). Independentment de la composicio del tetramer, hi ha
consens en que la subunitat GIuA2 esta present a la majoria de receptors. La subunitat
GluA4 s’expressa sobretot durant el desenvolupament a I'hipocamp i desapareix a les
poques setmanes (Zhu et al., 2000).

Totes les subunitats presenten la mateixa estructura amb el domini N-terminal extracel-lular
(on s’uneix el glutamat), tres dominis transmembrana i la part C-terminal intracel-lular. El
domini C-terminal és variable i actua com a plataforma per la interaccié amb altres proteines
i modificacions post-traduccionals que regulen la seva funcié. La subunitat GIUALl és
fosforilada per la calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il (CaMKII) reclutant-la al
terminal sinaptic induint la generacio de la LTP (Hayashi et al., 2000). També és important
la modificacié Q607R de la subunitat GIuA2 que modifica I'activitat del canal modificant la
seva permeabilitat al Ca?* (Sommer et al., 1991).

- Els receptors NMDA

Sén canals dependents de voltatge i estan fisioldgicament bloquejats per cations Mg?'.
L’activacié inicial dels receptors d’AMPA despolaritza el terminal fent sortir el Mg?* que
permet la seva obertura i I'entrada de Na*. Necessiten també la unié amb la glicina per
obrir-se (Cummings and Popescu, 2015). Influeixen en la carrega positiva que entra al
terminal i la duraci6 de la despolaritzacio.

Estan formats per heterotetramers a partir de catorze tipus de subunitats. Aquestes sén
codificades per set gens diferents: GIuN1 (per splicing alternatiu genera 8 subunitats
diferents), GIUN2A, GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D, GIuN3A i GIuN3B (Paoletti et al., 2013)
(Taula 3). La subunitats concretes que formen els heterotetramers no estan definides ja
gue la seva expressio es solapa i hi coexisteixen moltes combinacions. Es considera clar
només que als heterotetramers hi ha com a minim una subunitat GIUN1 i una GIuN2. La
GluN1 s’expressa en totes les neurones des del principi del desenvolupament. La GIuN2B
i la GIUN2D s’expressen en l'estadi embrionari, i la GIuUN2A i la GIuN2C comencen a
expressar-se després del naixement. A l'hipocamp adult, la GIuN2A i la GIuN2B
s’expressen notoriament a les cél-lules piramidals de CA1 i CA3, en canvi, la GIuN2C i la
GIuN2D s’expressen en diferents tipus d’interneurones (Monyer et al., 1994).
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Els receptors NMDA presenten una estructura similar als receptors AMPA amb un domini
N-terminal extracel-lular on s’uneixen els lligants, una regié C-terminal intracel-lular que
interactua amb varies proteines citoplasmatiques i dominis transmembrana (lacobucci and
Popescu, 2017).

- Els receptors KA

Estan formats també per tetramers. En aquest cas trobem cinc subunitats diferents: GluK1,
GluK2, GIluK3, GluK4 i GIuK5 (anomenats originalment GIUR5, GIuR6, GIuR7, KA1 i KA2
respectivament) (Taula 3). S’han descrit diverses modificacions d’splicing alternatiu de les
subunitats GluK1-3 que n’amplien el repertori. Les subunitats GluK1-3 formen homo i
heterotetramers funcionals en solitari, en canvi, les GluK4 i GIuK5 necessiten coexpressar-
se amb alguna de les anteriors per formar receptors funcionals. Presenten una estructura
amb els mateixos dominis que els receptors AMPA i NMDA (Lerma and Marques, 2013;
Carta et al., 2014).

Els receptors KA s’expressen al llarg del SNC, notoriament a les sinapsis de: 1) les fibres
molsoses amb les neurones piramidals de la CA3; 2) les fibres col-laterals de Schaffer i les
interneurones de la CAL; 3) les fibres paral-leles amb les neurones de Golgi al cerebel; 4)
a la de la connexi6é talamico-cortical; i 5) a les fibres aferents sensorials amb la medul-la
espinal. Presenten una distribucié especifica majoritaria d’algunes de les subunitats. La
GluK2 s’expressa a les neurones piramidals de I'escor¢a i I'hipocamp (CA1 i CA3)i ales
granulars del cerebel. La GluK1 a les interneurones hipocampiques i corticals i a les
neurones de Purkinje. La GIuK3 s’expressa sobretot al gir dentat hipocampic i al neocortex.
La GluK4 a la capa piramidal de CA3 i al DG (Wisden and Seeburg, 1993; Lerma and
Marques, 2013; Carta et al., 2014).

Exerceixen tres rols principals en el SNC: 1) desencadenar l'activacio inicial les sinapsis
excitatories, tot i que en la majoria de sinapsis son els receptors d’AMPA els que realitzen
aguesta funcio; 2) modular l'alliberament de neurotransmissors excitatoris i inhibitoris
actuant a nivell presinaptic; i 3) regular la maduracié de les xarxes neuronals durant el
desenvolupament (Kerchner et al., 2001; Lerma and Marques, 2013).

Aquests receptors presenten dues particularitats respecte als altres iGIuRs. En primer lloc,
'obertura dels canals requereix I'activacié al-lostérica per unié de cations Na* i anions
monovalents Cl. Quan una sinapsi esta sobreactivada, la concentracié de Na* a la fenedura
sinaptica cau rapidament fent que els receptors de KA no es puguin activar. Aixo és un
mecanisme de neuroproteccié sinaptic contra el dany per excitotoxicitat (Bowie, 2002;
Plested and Mayer, 2007). A més a més, aquest receptor no actua nomeés ionotropicament,
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sind també metabotropica senyalitzant via proteina G i altres missatgers secundaris.
Aquest fenomen s’ha descrit al terminal presinaptic de neurones inhibitories de la regiéo CA1
hipocampica i del gangli de l'arrel dorsal modulant l'alliberament de GABA (Rodriguez-
Moreno et al., 2000).

Receptors metabotropics

Els mGIluRs so6n receptors lligats a proteina G (GPCR) tipus C. S’han descrit vuit gens
diferents que els codifiquen i s’han agrupat en tres grups segons els seus missatgers
secundaris, la seva homologia filogenetica i la farmacologia dels seus agonistes i
antagonistes (Taula 3). Degut a I'splicing dels gens que codifiquen pels mGIuRs tipus I, es
generen una desena d’isoformes més (Ferraguti et al., 2008). El grup | (mGlul i mGIub)
esta associat a proteina Gqq que activa la fosfolipasa C (PLC) incrementant el nivell de Ca?
intracel-lular, fet que activa la proteina cinasa K (PKC). El grup Il (mGlu2 i mGlu3) i el grup
I (mGlu4, mGlu6, mGlu7 i mGlu8) estan associats a proteina Gi/G, i inhibeixen I'adenilat
ciclasa la qual redueix la concentracié d’AMP ciclic que inhibeix la proteina cinasa A (PKA).
Aquestes vies sbon les majoritaries dels receptors, no obstant s’ha descrit la seva
participacié en 'activacié d’altres missatgers secundaris (Platt, 2007; Ferraguti et al., 2008;
Willard and Koochekpour, 2013).

Els tres tipus es troben tant a les dues bandes del terminal. Els grups Il i lIl comparteixen
via de senyalitzacié pero difereixen en la seva localitzacio subcel-lular. Els de tipus Il estan
localitzats a les zones actives del terminal i els altres allunyats. En general, tots els mGIuRs
s’expressen a les neurones de forma ubiqua al SNC, excepte 'mGlu6 que s’expressa
exclusivament a la retina i 'mGlu3 i 'mGIlu5 que s’expressen també a la glia (Mazzitelli et
al., 2018; Suh et al., 2018).

Com tots els GPCRs, estan formats per 7 dominis transmembrana que formen 3 loops
extracel-lulars i 3 loops intracel-lulars. El domini N-terminal extracel-lular presenta una regio
d’unié al glutamat. ElI domini intracel-lular C-terminal modula I'activitat del receptor amb el
seu lligand i la proteina G. Aquesta regié és diana de regulacio per fosforilacié i per
interaccio directa proteina-proteina (Scheefhals and MacGillavry, 2018).

La funci6 dels mGIuRs és modular [Iexcitabilitat neuronal i [lalliberacié de
neurotransmissors com el propi glutamat o el GABA. Actuen als dos terminals de la sinapsi
modulant I'activitat neuronal mitjangant multiples vies de senyalitzacié i 'obertura de canals
ionics per modificar el potencial de membrana. Participen en la generacié de la depressio
a llarg termini (LTD), la plasticitat neuronal i el reciclatge i transit vesicular d’altres receptors
(Suh et al., 2018).
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Receptors ionotropics Receptors metabotropics
AMPA NMDA KA Tipus | Tipus Il Tipus 1l
GluAl (GluR1) GIluN1 GluK1 (GIuR5) mGlul mGlu2 mGlu4
GIuA2 (GIuR2) GIuN2A GluK2 (GIuR6) mGlu5 mGlu3 mGlu6
GIuA3 (GIuR3) GIuN2B GIuK3 (GIuR7) mGlu7
GluA4 (GIuR4) GluN2C GluK4 (KAL) mGlus
GluN2D GIuK5 (KA2)
GIuN3A
GIuN3B

Taula 3: Resum dels receptors ionotropics i metabotrdopics de glutamat. Entre paréntesis es presenta
la nomenclatura classica.

2.2.3 Excitabilitat, excitotoxicitat i epilépsia

Excitabilitat neuronal

Les neurones presenten sobretot dues caracteristiques generals que les diferencien dels
altres tipus cel-lulars: la seva gran polaritzacio i I'excitabilitat activa. La polaritzacié es
refereix a la compartimentacio i la divisié subcel-lular de les neurones. Aquests genera, a
grans trets, tres regions amb diferéncies estructurals, moleculars i funcionals: el soma, les
dendrites i els axons. L’excitabilitat recau en la seva capacitat d’interpretar i produir senyals
eléctriques per comunicar-se amb altres cél-lules. Aquesta excitabilitat ve donada pel
potencial de membrana generat pels canals idnics que mantenen de forma basal una
carrega negativa intracel-lular. La resposta que genera una neurona prové en la integracio
de les multiples senyals excitatories i inhibitories que rep; si aquest sumatori supera el
llindar d’activacio, es despolaritzara generant un potencial d’accié (Kandel et al., 2012).

L’excitabilitat de la neurona, i, per tant, la seva activitat, depén dels receptors de
neurotransmissors, dels canals idnics depenent de voltatge i de la maquinaria de proteines
que estabilitza i regula el terminal sinaptic. Si alguna d’aquestes parts esta alterada pot
afectar no només a la transmissio, sind inclis provocar danys cel-lulars degut a
I'excitotoxicitat.
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Excitotoxicitat i mort neuronal

L’excitotoxicitat fou descrita observant els efectes toxics derivats de I'estimulacié excessiva
dels receptors de glutamat (Olney, 1969). Aquest fenomen depén de la sobreestimulacié
dels receptors de glutamat. Pot ser un excés d’alliberacié del neurotransmissor, la disfuncio
de la recaptacié o la dessensibilitzacio dels receptors. L’excitotoxicitat esta relacionada
amb la patogénia de malalties neuroldgiques com lictus, I'epilépsia i algunes malalties
neurodegeneratives com la corea de Huntington, la malaltia de Parkinson i la malaltia
d’Alzheimer (Lerma and Marques, 2013; Ambrosi et al., 2014; Lai et al., 2014; Pallo et al.,
2016).

En condicions normals, el glutamat és reabsorbit pels astrocits i neurones després de
I'alliberament presinaptic via els EEATs conjuntament amb Na* (O'Kane et al., 1999). Quan
aguest sistema falla perquée hi ha massa glutamat a la fenedura sinaptica o hi ha alguna
alteracio, es sobreactiva el terminal postsinaptic degut a una obertura excessiva sobretot
dels receptors d’NMDA. Aixo provoca una entrada massiva de Ca?* seguida d’'un moviment
de CI i aigua. A curt termini provoca un augment de volum del terminal postsinaptic (Jia et
al., 2015).

A més, el Ca?" internalitzat activa diferents vies que acabaran provocant la mort neuronal
per excitotoxicitat (Figura 6). Els receptors NMDA i I'influx de Ca?* activen la sintasa d’oxid
nitric (NOS) generant oxid nitric (NO). EI NO genera espécies oxidants com el peroxid nitric
(ONOO) que poden causar oxidacié de proteines, dany a I'ADN i peroxidacié lipidica
(Jones, 2011). El Ca?* activa també proteases dependents de Ca?*, com la Calpaina o les
Caspases, i cinases com la CaMKII. Aixo acaba despolaritzant la membrana mitocondrial i
activa vies de senyalitzacio i factors de transcripcié contribuint a la mort cel-lular per necrosi
0 apoptosi. Finalment, també es genera dany cel-lular mitjancant les especies reactives
d’oxigen (ROS) que genera el mitocondri degut a I'excés de Ca?* (Jia et al., 2015).
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Figura 6: Efectes de I'entrada massiva de Ca?* que condueixen a la mort neuronal per excitotoxicitat.
L’elevada concentracié de Ca?* activa diferents nucleases i proteases i genera ROS i ONOO-.
Aquestes vies convergeixen provocant mort cel-lular. Imatge obtinguda de Jia et al, 2015.

2.2.4 Funcions de PrP¢ a la sinapsi glutamatérgica i els seus receptors

La PrP¢s’expressa especialment al SNC, sobretot a les neurones, tot i que també la trobem
a la glia. S’ha descrit I'expressio de PrP¢ al terminal presinaptic (Herms et al., 1999), al
postsinaptic (Um et al., 2012) i al llarg dels axons del SNC i del SNP (Borchelt et al., 1994).
La seva expressio sinaptica va fer plantejar la implicacié de PrP€ en la transmissié sinaptica
i la plasticitat. Tot i els més de 30 anys d’estudi en aquest camp, el rol de PrP¢ a la sinapsi
no esta totalment definit. En aquest apartat es resumiran els resultats més rellevants que
s’han publicat al respecte i amb quins elements de la sinapsi se I'ha relacionat (Figura 7).
S’han descrit molts resultats contradictoris en aquest camp per I''s de models animals i
aproximacions experimentals diferents que no permeten assignar clarament un paper a
PrP€ en aquest sistema (Wulf et al., 2017).

Interaccié de PrP¢ amb canals ionics dependents de voltatge

Actualment es considera que la funcié sinaptica de PrP°¢ recau principalment en la seva
interacci6 amb altres proteines del terminal. S’ha descrit que PrP¢ interactua amb la
proteina DPP6 (dipeptidyl peptidase-like 6) i aquesta interactua amb el canal de K*
depenent de voltatge 4.2 (Kv4.2). Aquesta interaccié redueix I'excitabilitat sinaptica
modulant I'obertura i tancament del canal Kv4.2 (Mercer et al., 2013). També s’ha descrit
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que interacciona amb una subunitat dels canals de Ca?* dependents de voltatge (VGCCs)
regulant-ne la seva expressio al terminal (Senatore et al., 2012). La modulacié d’aquests
canals s’ha relacionat amb la reduccié de la hiperpolaritzacié lenta posterior (SAHP)
descrita a I'hipocamp (Mallucci et al., 2002; Fuhrmann et al., 2006) i al cerebel (Herms et
al., 2000) dels ratolins ZHI-Prnp®°. La sAHP es produeix per un tren de potencials d’acci6
repetits que hiperpolaritzen el terminal prevenint la generacié de potencials d’accié
subseqiients. Per tant, la reduccié de la sSAHP en el model Prnp®° implica més excitabilitat
neuronal. Aquesta disminucié de la sSAHP s’ha relacionat també amb PrP¢ per la seva
possible regulacié de 'homeostasi del Ca?* al reticle endoplasmatic postsinaptic (Powell et
al., 2008).

Modulacio dels receptors glutamatérgics

Diferents autors han apuntat, no sense controvérsia, que la PrP€ regularia directament els
receptors glutamatérgics i la seva excitabilitat. En aquest sentit, s’ha descrit tant que les

sinapsis Prnp®°

s6n més excitables (Fan et al., 2016) com que tenen un llindar d’activacié
epiléptica superior (Ratte et al., 2011). S’ha observat que la PrP¢ interactua amb la
subunitat GIuN2D dels receptors NMDA (Khosravani et al., 2008). Aquesta relacid es
descriu en un altre treball on s’observa una recuperacié del fenotip depressiu del ratoli
Prnp®° tractant-lo amb un antagonista dels receptors NMDA (Gadotti et al., 2012). A més,
s’ha descrit que s’uneix als receptors d’NMDA dependentment de Cu?* reduint la seva
afinitat per la glicina. La reduccié d’aquesta de la unié produeix una insensibilitzacié dels
receptors d’NMDA en preséncia excessiva de glutamat o NMDA protegint la sinapsi de

I'entrada massiva de Ca?* (You et al., 2012) (Figura 7).

La PrP¢ també s’ha relacionat amb els receptors AMPA. Sha descrit que
coimmunoprecipita amb les subunitats GIuAl i GIuA2 (Watt et al., 2012). Finalment, s’ha
observat que la PrP¢ s'uneix al receptors mGIuR5 modulant la seva senyalitzacié en el
context de la malaltia d’Alzheimer (Beraldo et al., 2011) i també I'homeostasi del Ca?*
sinaptic (De Mario et al., 2017) (Figura 7).
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Figura 7: Complexos proteics amb els que la PrPC interacciona a la sinapsis. D’esquerra a dreta
trobem: el receptor d’NMDA, la proteina DPP6 reguladora del canal Kv 4.2, el receptor dAMPA, i
I'oligomer d’AB i el receptor metabotropic mMGIuR5. Figura obtinguda de Wulf et al, 2017.

2.3 PrPC: Paper en I’epilépsia i I’lhipocamp

Com acabem de comentar, PrP€ participa en la regulacié de la sinapsi glutamatérgica. Una
de les patologies associades directament a la disfuncié del sistema glutamatérgic és
I'epilépsia. La unié d’aquests dos conceptes va conduir a I'estudi del paper de la PrP€ en
aquesta patologia. Actualment, tot i que amb bastanta controversia, es postula que PrP¢
desenvolupa un paper neuroprotector enfront a I'excitotoxicitat epiléptica.

L’hipocamp és una estructura del |obul temporal on la neurotransmissié glutamatérgica
desenvolupa un paper principal. La seva connectivitat es basa en el circuit trisinaptic,
principalment glutamatérgic. Aquest circuit s’ha convertit en un model d’estudi de la
neurotransmissié glutamatergica per la seva accessibilitat in vitro, amb cultius organotipics,
i in vivo. A més, sol ser un dels principals focus epiléptics. Atés a aix0, s’ha estudiat el paper
de PrP¢ en aquesta estructura en diferents aspectes: 1) I'epilépsia; 2) la neurotransmissio
i connectivitat; i 3) les funcions cognitives com I'aprenentatge i la memoria.

En una part d’aquesta tesi, veurem en el rol de PrP¢ en la neuroproteccié epiléptica, la
neurotransmissié hipocampica, la conducta i 'aprenentatge. Per una banda, parlarem de
la patologia de I'epilépsia i dels models animals utilitzats per estudiar-la. Per laltra,
descriurem I'estructura i la connectivitat de I'hipocamp per continuar amb les seves funcions
ila LTP. Per acabar, resumirem 'estat del coneixement de la implicacié de PrP€ en aquests
temes.
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2.3.1 Epilépsia: el glutamat i el GABA

L’epilépsia pot tenir diferents causes, ja sigui genétiques, adquirides o ambientals amb
afectacio durant el desenvolupament. En tots els casos, una poblacié de neurones perd la
seva activitat normal i comenga a activar-se sincronicament i excessivament.
Independentment del seu origen, I'epilépsia prové principalment de 'alliberament excessiu
de glutamat al terminal sinaptic. Tot i que també hi participa la desinhibici6 gabaérgica
(Chapman, 2000). S’ha descrit que els models murins deficients pels receptors de glutamat
0 els seus transportadors cursen amb epilepsia. El tractament amb antagonistes dels
receptors AMPA, NMDA i mGIuR tipus | sén anticonvulsius. Actuen inhibint el sistema
glutamatérgic i desinhibint el gabaérgic (Meldrum, 2000; Platt, 2007).

L’epilepsia del Iobul temporal (TLE) és la causa maijoritaria d’epilépsia focal adquirida en
humans. Els pacients amb TLE presenten esclerosis a 'hipocamp amb mort neuronal
selectiva a la regié6 CA1, CA3 i a I'hilus i ramificacié aberrant de les fibres molsoses de
I'hipocamp al gir dentat. Les fases principals de la TLE sén: 1) el focus s’origina
principalment a I'hipocamp i es pot propagar a I'amigdala i 'escorcga entorrinal (Lothman et
al., 1991); 2) es produeix una lesioé desencadenant inicial prévia a la TLE, I'status epilepticus
(SE) ; 3) hi ha un periode de laténcia sense convulsions; i 4) es generen convulsions
croniques que ocasionen mort neuronal a 'hipocamp sobretot a les regions CA1-3 (Curia
et al., 2008).

2.3.2 Models animals per I’estudi de I’epilépsia

S’han desenvolupat diferents models animals per estudiar la TLE. Aquests models es
basen en l'administracié de quimioconvulsius o l'estimulacié eléctrica (kindling). Tots
generen tres fases amb diferents caracteristiques: 1) periode d’'unes hores amb SE; 2) fase
de laténcia convulsiva amb lesions per I'SE; i 3) establiment d’epilepsia cronica amb
convulsions espontanies i recurrents (Vincent and Mulle, 2009). Els models
quimioconvulsius més utilitzats han estat la pilocarpina, el pentilenetetrazol (PTZ), la
bicuculina, 'NMDA i I'acid kainic (KA). La pilocarpina és un agonista colinergic muscarinic
gue indueix epilépsia activant el receptors M1 colinérgics de I'hipocamp i necessita els
receptors glutamatérgics d’'NMDA per al manteniment de la crisis (Curia et al., 2008). El
PTZ i la bicuculina s6n un antagonistes del GABA que provoquen també convulsions
generalitzades degut a la desinhibicié gabaérgica (Dhir, 2012). L'NMDA i el KA actuen
directament en la sobreestimulacié postsinaptica glutamatérgica (Ishimoto et al., 2000).
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L’administracio de KA és un mode ampliament utilitzat tant en rata com en ratoli i és el que
hem emprat en aquesta tesi. Fou proposat per primer cop a final dels anys setanta (Ben-
Ari and Lagowska, 1978). Aquests model s’aproxima a la patologia dels pacients ja que es
caracteritza per un periode de laténcia precedit per I'SE fins I'aparici6 de les crisis
epileptiques recurrents. Les crisis epileéptiques que genera s’originen a la CA3 hipocampica
i s'escampen a altres regions com la CA1, I'escorca i 'amigdala (Coppola and Moshe,
2012). Ens permet estudiar tant I'epileptogénesis en la fase aguda inicial del SE com en la
cronica.

S’han desenvolupat models on el KA s’injecta directament al SNC (hipocamp o amigdala)
o a nivell sistemic. Es sol injectar intraperitonealment (i.p) amb varies administracions cada
30-60 minuts a dosis baixes (8-12mg/Kg) (Auladell et al., 2017). Després de I'administracio
els ratolins presenten uns 30-60 minuts d’hipoactivitat seguits de les primeres convulsions.
L’'SE pot durar fins a 6-8 hores. En aquests periode s’avalua la resposta epiléptica de
I'animal comptabilitzant els episodis convulsius i classificant la severitat de la seva resposta
epiléptica en una escala d’afectacio (Peng et al., 1997; Levesque and Avoli, 2013). També
es comptabilitzen el nombre de crisis epiléptiques amb pérdua d’equilibri (seizures) i els
episodis de crisis agudes que afecten al tren inferior de I'animal i el fan saltar (blinking o
pop-corn behaviour) (Rangel et al., 2007).

2.3.3 L’hipocamp com a model d’estudi

Els primers neuroanatomistes ja van estudiar I'estructura d’aquesta regié del I6bul temporal
del cervell (Ramon y Cajal, 1911). Des de llavors la seva connectivitat i fisiologia ha estat
molt estudiada i s’ha convertit en un model d’estudi de neurotransmissié i plasticitat
sinaptica. L’hipocamp esta implicat en mdltiples funcions cognitives superiors com la
memoria i 'aprenentatge. A més, la seva degeneracio és un tret fisiopatologic caracteristic
de patologies com I'epilépsia, I'esquizofrenia i la malaltia d’Alzheimer (Anand and Dhikav,
2012).

Anatomia i connectivitat de I’hipocamp

L’hipocamp el formen dues estructures laminades plegades una sobre I'altra: el gir dentat
(DG) i 'hipocamp propi (Figura 8). Aquestes dues regions més l'escorga entorrinal i el
subiculum constitueixen la formacié hipocampica (Amaral et al., 2007). En aquesta tesi ens
referirem a I'hipocamp com [l'estructura global formada pel DG i I'hipocamp propi.
L’hipocamp propi té forma de C i inclou tres regions del Cornu Ammonis (CA1, CA2 i CA3).
Es una estructura laminada amb una capa neuronal principal de neurones piramidals
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glutamatergiques. Es considera que I'area CA2 no es troba en ratolins, aixi que no es
comentara. Presenta també varies capes d’interneurones gabaérgiques (Amaral et al.,
2007; van Strien et al., 2009). Les capes que formen I'’hipocamp propi des de l'interior a la

superficie sén (Figura 8):

= Jalveus, feixos d’axons de les neurones piramidals cap a la fimbria o fornix;

= ['stratum oriens (so), dendrites basals neurones piramidals i interneurones;

= |a capa piramidal o I'stratum piramidale (sp), soma de les neurones piramidals i
neurones de cistella que innerven el soma de les neurones piramidals;

I'stratum lucidum (sl), només es troba a la regié CA3 i inclou els axons de la capa

granular del DG que connecten amb les neurones piramidals;
I'stratum radiatum (sr), dendrites apicals de les neurones piramidals;
I'stratum lacunosum moleculare (sIm), ramificacions distals de les dendrites apicals

de les neurones piramidals on connecta la via entorrino-hipocampica de I'escorca

entorrinal;
= lafissura hipocampica, regié que separa I'hipocamp propi i el DG.

CA1

CA3

-

4]

DG

Figura 8: Esquema de I'hipocamp dorsal de ratoli. CA1-3: Cornu Ammonis 1-3, DG: gir dentat, so:
stratum oriens, sp: stratum piramidale, sr: stratum radiatum, sIm: stratum lacunosum moleculare, sl:

stratum lacunosum, ml: capa molecular i gl: capa granular.
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El DG és una estructura en forma de V que presenta una capa principal de neurones
piramidals, les anomenades cél-lules granulars (Figura 8). Esta laminat amb tres capes
(Amaral et al., 2007; van Strien et al., 2009):

= la capa molecular (ml) o stratum moleculare, dendrites de les ceél-lules granulars i
interneurones. Rep connexions de I'escorga entorrinal, del septum i de les cél-lules
molsoses de I'hilus (h);

= Ja capa granular (gl) o stratum granulosum, soma de les cél-lules granulars i
interneurones. Aquetes neurones emeten axons que travessen I'hilus formant les fibres
molsoses. La regid més propera a I'hilus s'anomena zona subgranular (SGZ) i és un
dels dos ninxols neurogénics del cervell adult juntament amb la zona subventricular
cortical (SVZ2);

= T'hilus, cél-lules molsoses i els axons de les fibres molsoses cap a les dendrites apicals
de les neurones piramidals de CA3.

Les estructures que formen la formacié hipocampica estan connectades per tres
connexions unidireccionals glutamatérgiques (Deng et al., 2010). Es el que es coneix com
el circuit trisinaptic (Figura 9):

1) la via perforant o connexi6 entorrino-hipocampica: I'escorca entorrinal, sobretot les capes
més superficials, projecten axons d’entrada a I'hipocamp. Per una banda, innerven les
cel-lules granulars del DG a la capa molecular i per l'altra les dendrites apicals de
I'hipocamp propi a I'stratum lacunosum moleculare de CAl i CA3.

2) les fibres molsoses: les cel-lules granulars del DG projecten a les dendrites apicals de
les neurones piramidals de CA3 a I'stratum lucidum. També poden projectar col-laterals
amb interneurones inhibitories del propi DG i les cél-lules molsoses.

3) les fibres col-laterals de Schaffer: les neurones piramidals de CA3 projecten a I'stratum
radiatum i I'stratum oriens de la regié CA1 de I'hipocamp ipsilateral.

Per tancar el cercle de les connexions de la via trisinaptica falta afegir les projeccions de
CALl al subiculum i a I'escorca entorrinal. Aquest model es considera una reducci6 de la
connectivitat real de I'hipocamp ja que no té en compte altres connexions com per exemple
les que innerven la CA2 o les connexions de les interneurones inhibitories. No obstant, s’ha
utilitzat ampliament com a model d’estudi de la LTP i la plasticitat sinaptica (van Strien et
al., 2009).
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Schaffer y
collaterals

P Perforant
pathway

Mossy fibres ~ Dentategyrus

Figura 9: Circuit trisinaptic de I'hipocamp. S’observa la via perforant provinent de I'escorga entorrinal
(EC), les fibres molsoses (mossy fibers) i les fibres col-laterals de Schaffer. Imatge adaptada de
Deng et al, 2010.

Funcions de I’hipocamp

L’hipocamp realitza un paper cabdal en 'aprenentatge i la memoria. Es considera un node
central en la xarxa de connexions que permeten la formacio, consolidaci6 i evocacio de la
memoria. Aquesta xarxa inclou regions corticals associatives, nuclis subcorticals, el lobul
temporal medial i les arees parahipocampiques. Esta implicat en la memoria semantica i
episodica, aixi com de la consolidacié de la memoria lligada al son. També participa en
regulacié de les emocions, I'estrés i I'ansietat. S’ha descrit també el seu paper en la
memoria i orientacio espacial (Bartsch and Wulff, 2015).

Aquesta regio posseeix una gran plasticitat per poder codificar la informacié. Presenta una
alta modulacié de l'arbre dendritic i de les espines dendritiques, aixi com una elevada
generacié de noves sinapsis i neurones. Alguns autors postulen que aquesta elevada
capacitat plastica que presenta I'hipocamp li confereix alhora una major vulnerabilitat a
agents patologics com I'epilepsia, la isquémia, la inflamaci6 i la neurodegeneracié. Els
mecanismes sinaptics intrinsecs que regulen la plasticitat, com la seva excitabilitat, en
situacions d’estrés poden predisposar al dany cel-lular com ocorre amb la ramificacié
aberrant de les fibres molsoses de I'hipocamp a I'epilépsia (Bartsch and Wulff, 2015).
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L’hipocamp a l’epilepsia

L’esclerosi hipocampica és l'alteracié més tipica en l'epilépsia. Es caracteritza per
astrogliosi i mort neuronal extensa degut a I'excitotoxicitat, sobretot de les neurones
piramidals. En els models experimentals de TLE, I'origen de les crisis esta a la regié CA3
hipocampica. Aquesta regio és susceptible als models de KA degut a I'elevada expressié
de receptors d’aquest tipus. Per aixd en models de TLE a la capa piramidal de CAL, la seva
projeccié principal, i a la propia CA3, s’observa una elevada mort neuronal per
excitotoxicitat. En els models animals de TLE aixi com en els pacients, després de I'status
epilepticus s’observa una ramificacid aberrant de les fibres molsoses a I'hipocamp
acompanyada d’'un increment de receptors KA a la regid. Es creu que aguest dos fenomens
participen en la patogénesi i cronificacio de la TLE (Artinian et al., 2011; Lerma and
Marques, 2013).

Es important remarcar també el paper de la sinapsi gabaérgica en I'afectacio hipocampica
de la TLE. En els models d’induccié per KA no només hi ha sobreexcitacié postsinaptica
glutamatérgica, siné desinhibicié gabaérgica. Els receptors de KA presinaptics de les
interneurones gabaérgiques de CA1 inhibeixen I'alliberament de GABA com ocorre també
amb els models amb PTZ (Rodriguez-Moreno et al., 1997). Per una altra banda, I'epilépsia
provoca també un augment de la neurogénesi a la SGZ de I'hipocamp que es manté durant
setmanes després de I'status epilepticus. Aquestes noves neurones se situen ectopicament
generant connexions aberrants. Aquestes anomalies alteren la connectivitat hipocampica
propiciant I'epileptogenesi cronica (Jessberger and Parent, 2015).

2.3.4 Funci6 neuroprotectora de PrP¢ a I'epilépsia

El nostre grup va observar que PrPC interactua amb els receptors de KA, concretament
amb les subunitats GIuK2/GIuK3, i que mitjancant la interaccié amb la PSD-95 s’activa la
via de JNK3 que provoca la excitotoxicitat en els models d’induccié epiléptica per KA
(Carulla et al., 2011). També vam descriure que les subunitats GIuK2 i GIuK3 estan

90j en cel-lules N2a on transitdriament

sobreexpressades a I'hipocamp del model ZHI-Prnp
s’havia reduit I'expressié de PrP¢ amb siRNA (Rangel et al., 2007). En un tercer treball,
vam descriure que també estaven aquestes i altres subunitats glutamatergiques i la
GABAa-y2 sobreexpressades en el model de sobreexpressié de PrPC¢, el Tga20 (Rangel et
al., 2009). Tots aquests resultats apunten a I'excessiva expressio de receptors

glutamatérgics com la causa de I'excitabilitat de la sinapsi Prnp®°.
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El rol de PrP¢ en la sinapsi glutamatergica s’ha estudiat sobretot en la neuroproteccié
enfront a la excitotoxicitat epiléptica. Es va descriure que I'animal Prnp®° presenta una
ramificacié aberrant de les fibres molsoses semblant al que presenten els pacients
epileptics (Colling et al., 1997). Es un dels camps on s’han publicat resultats més
contradictoris i el paper real de PrP® encara no es coneix. Per una banda, alguns grups,
inclos el nostre, hem observat que els animals Prnp®® s6n més susceptibles a la induccio
epiléptica per PTZ (Walz et al., 1999) i per KA (Rangel et al., 2007; Carulla et al., 2011).
Per l'altra, altres grups han descrit que I'abséncia de PrP¢ augmenta el llindar epiléptic
(Ratte et al., 2011) i que I'expressié de PrP€ no afecta a la susceptibilitat a KA (Striebel et
al., 2013b). Aquesta diferéncia de resultats probablement prové de I'is de diferents models
de ratoli Prnp®°, aproximacions experimentals i protocols. S’ha descrit major susceptibilitat
in vivo en el model ZHI amb KA (Rangel et al., 2007) i amb PTZ (Walz et al., 1999). En
canvi, s’han obtingut resultats contraris induint amb KA emprant cultius organotipics amb
el model mixt FVB/N (Ratte et al., 2011) i in vivo amb el model mixt C57BL/10SnJ i amb el
model pur Edg (Striebel et al., 2013b).

El treball d’Striebel i col-laboradors apunta que podria ser la influéncia dels Flanking genes
qui regula la neuroproteccié a KA i per aixd s’observen diferéncies entre les diferents
soques de ratolins (Striebel et al.,, 2013b). El mateix any es publicava que era I'efecte
d’aquests Flanking genes qui regulava la fagocitosi i no I'abséncia de PrP¢ (Nuvolone et
al., 2013). En conclusio, és necessaria investigacio utilitzant nous models purs de ratoli per
poder desxifrar el rol real de PrP¢ en la neuroproteccié i en la sinapsi glutamatérgica en
general ja que la majoria de treballs s’han realitzat en models amb fons mixtes que
expressen Flanking genes provinent del model 129/Ola.

2.3.5 La potenciacio a llarg termini

La potenciaci6 a llarg termini és un tipus de plasticitat sinaptica que provoca la intensificacié
d’'una connexié degut a la seva activitat repetida. Fou descrita per primer cop estimulant el
DG del conill (Bliss and Gardner-Medwin, 1973). Es considera el mecanisme cel-lular
principal de I'aprenentatge i la memoria. L'LTP s’ha descrit en multiples connexions del
SNC, no obstant, I'estudi d’aquest fenomen s’ha realitzat sobretot en la connexié col-lateral
de Schaffer de I'hnipocamp (Martin et al., 2000). Aquest model ens servira per explicar com
funciona I'LTP i introduir part de I'experimental que s’ha realitzat en aquesta tesi.

Quan s’estimula a la regié6 CA3, es registra un potencial excitador postsinaptic de camp
(fEPSP) a I'stratum radiatum de la regié CA1 ipsilateral seguint la fibra col-lateral de
Schaffer. Si s’hi aplica una estimulaci6 tetanica, 'fEPSP que es registra després presenta
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una amplitud major que abans de 'estimulacié degut a la potenciaci6. L’estimulacio tetanica
o dalta frequéncia (HFS) consisteix en la repetici6 de varis trens (10-200ms)
d’estimulacions d’alta freqténcia (100-200Hz) a una intensitat que superi el llindar
d’activacié sinaptica. Perqué es generi la LTP la freqiéncia de 'HFS ha de ser prou alta
perque es sumin temporalment els fEPSPs consecutius generant una despolaritzacio
suficient que activi certes vies de senyalitzacio al terminal postsinaptic que acabin activant
mecanismes de plasticitat sinaptica. Aquesta potenciacio del senyal es manté al llarg dels
dies i fins i tot setmanes. Es creu que I'adquisici6 de memodria ocorre mitjangant aquest
fenomen, I'Us repetit d’'una sinapsi incrementa la seva connectivitat potenciant-la i
conservant-la durant el temps (Martin et al., 2000; Delgado-Garcia and Gruart, 2017).

Tot i que hi ha algunes excepcions, el mecanisme necessari i suficient per a la generacio
d'LTP és l'activacio dels receptors NMDA. Aquesta activacié potencia vies de senyalitzacio
subjacents que modifiquen el terminal postsinaptic activant mecanismes de plasticitat
sinaptica que potenciaran la sinapsi (Herring and Nicoll, 2016) (Figura 10). S’ha descrit que
I'administracié d’antagonistes de ’NMDA bloquegen la generacié de LTP (Delgado-Garcia
and Gruart, 2017). L’entrada massiva de Ca?" pels canals NMDA activa la CaMKIl i la
recluta a I'espina dendritica (Lisman et al., 2012). Aquesta fosforila la subunitat GIuA1 dels
receptors AMPA (Barria et al., 1997; Lee et al., 2003). La fosforilaci6 de la GIuAl
n‘augmenta el seu reclutament al terminal sinaptic i n’incrementa la conductivitat del canal
(Kristensen et al.,, 2011). CaMKIl també fosforila algunes proteines transmembrana
reguladores d’AMPA (TARPs) com I'Stargazina. La fosforilaci6 de TARPs augmenta el
transit dels receptors d’AMPA a la densitat postsinaptica (PSD) (Sumioka et al., 2010). No
obstant, resultats dels darrers anys han posat en dubte que sigui indispensable el tandem
AMPA/TARP per la generacié6 de I'LTP. S’ha observat que eliminant o substituint la
subunitat GIuAl per subunitats de receptors de KA es continua generant LTP. Aix0 fa
pensar que hi ha altres mecanismes, i no només 'AMPA/TARP, que generen LTP (Granger
et al., 2013). Actualment es postula que AMPA/TARP regula el llindar i la magnitud de la
LTP, pero no és essencial per la seva generacié (Herring and Nicoll, 2016).

Participen més vies de senyalitzacié i mecanismes cel-lulars per la generacié de I'LTP a
part de la via de CaMKII i el reclutament de nous receptors AMPA (Figura 10). S’ha descrit
que hi ha una remodelacio fisica de les espines sinaptiques. Per una banda, el seu volum
augmenta després de l'estimulacié dels receptors NMDA degut a la polimeritzacié del
citoesquelet d’actina (Matsuzaki et al., 2004). S’ha descrit que aquesta polimeritzacié és
promoguda per l'activacié de les Rho-GTPases (Herring and Nicoll, 2016). Aixd0 augmenta
la superficie de contacte de la sinapsi i permet encabir més receptors AMPA. També
s’'indueix la fosforilacio i remodelacié de les proteines de la PSD per part de la CaMKII que
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permet acomodar els nous receptors AMPA al terminal (Opazo et al., 2012). S’ha descrit
gue el 70-80% dels receptors d’AMPA reclutats provenen de la difusié i concentracié a
I'espai sinaptic de receptors preexistents perisinaptics i el 10-30% prové de nous receptors
exocitats. Aquesta exocitosi és depenent de I'activacié de la via Ras-ERK (Patterson et al.,
2010).

AMPAR Stargazin on mobile
AMPARSs is phosphorylated,
allowing binding of
stargazin to PSD95 and
thereby immobilizing
AMPARs at the synapse

Starga
RAS-ERK Exoctyosis

signalling of AMPAR-
/ containing

vesicles

C—— Translocation

Diffusion of_CaMKII @ of CaMKII

from dendrite to to synapse
spine head Activation Y
e of CaMKII

Ca**/calmodulin Phosphorylation of GluR1

$831 increases the average
single channel conductance
of AMPARs

Dendrite

Figura 10: Activacio de la via CaMKII per la induccié de la potenciacié a llarg termini. L’entrada
massiva de Ca?* a través dels receptors d’'NMDA activa la calmodulina. Aquesta activa la CaMKI|
que ha difés a I'espina dendritica i es transloca a la densitat postsinaptica (PSD) on incrementa
l'activitat dels canals d’AMPA per dues vies. Per una banda, fosforilada la subunitat GIuR1
augmentant-li la conductivitat. Per l'altra, fosforila I'Stargazina que juntament amb la PSD-95
recluten nous receptors AMPA a la part activa del terminal. La CaMKII activaria a través de la via
RAS-ERK l'exocitosi de nous receptors AMPA. Imatge obtinguda de Lisman et al, 2012.

2.3.6 Participacié de la PrP¢ en PLTP: Antecedents

Els primers estudis amb els models de ratoli deficients per a PrP® no van descriure cap
deficiéncia cognitiva, del desenvolupament ni anatdomica (Bueler et al., 1992; Manson et
al., 1994). Més endavant es van realitzar estudis més profunds sobre el paper de PrP€ en

la neurotransmissio. Es va descriure que els ratolins Prnp®°

presentaven una LTP reduida
a la connexi6 de les fibres col-laterals de Schaffer i una reduccié de la inhibicié gabaérgica
tant en el model ZHI (Collinge et al., 1994) com en el model Edg (Manson et al., 1995).
Aquests resultats han estat reproduits per altres grups (Criado et al., 2005), no obstant s‘ha
publicat també que la seva abséncia no modifica la LTP (Lledo et al., 1996; Lauren et al.,

2009; Freir et al., 2011) o que la incrementa (Rangel et al., 2009).
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2.3.7 Efecte de ’abséncia de PrP° en aprenentatge i conducta

Com hem comentat en 'apartat anterior, tot i la controvéersia, podem dir que PrPC participa
en la neurotransmissio glutamatérgica i la generaciéo de la LTP. Aquest fenomen és
considerat la base de I'aprenentatge i la memoria. A més, el deteriorament cognitiu €s un
dels primers simptomes en les Prionopaties (Caine et al., 2015). Conseqlientment a aixo,
s’han estudiat aquestes capacitats cognitives en els models Prnp®°.

90 han descrit déficits en

Per una banda, resultats amb diferents soques d’animals Prnp
aprenentatge i memoria. S’han observat deficiéncies en I'adquisici6 de memoria espacial
amb els models Edg i C57BI10/SnJ (Criado et al., 2005). S’ha observat que els animals
ZHI-Prnp®® realitzen pitjor el test de fabricacid del niu (Nest Building Test), el test de
reconeixement d’objectes en edats avangades i en 'adquisicié de memoria associativa amb
el test de condicionament per por (Fear Conditioning Test) (Schmitz et al., 2014a). També
s’han descrit déficits de memoria a curt i a llarg termini en rata on s’alterava la funcié de
PrP¢ bloquejant-la directament amb anticossos (Coitinho et al., 2007). Altres autors han
relacionat I'abséncia de PrP¢ amb un conducta depressiva i déficits motors. S’ha descrit
que el ratoli ZHI mostra una tendéncia depressiva segons el test de la cua en suspensié
(Tail Suspension Test) i el test de nataci6 forcada (Forced Swimming Test) (Gadotti et al.,
2012). Utilitzant també el ZHlI, altres autors observen una reduccio de I'activitat relacionada

amb I'edat segons el test del camp obert (Open Field) (Rial et al., 2009).

No obstant, en el primer treball amb el model ZHI no es van descriure deéficits de memoria
amb el test del laberint aquatic de Morris (Bleler et al., 1992) i altres grups han obtingut
resultats similars desvinculant PrP¢ de I'aprenentatge. Amb el model Edg tampoc es van
descriure déficits, tot i que no es mostra cap test (Manson et al., 1994). Un estudi posterior
observa el mateix resultat amb el model ZHI, no observen cap deficiencia de memoria ni
en animals vells de dos anys (Lipp et al., 1998). Altres treballs descriuen que la PrP¢ regula
els deficits de memoria espacial ocasionades per I’AB en el model muri d’AD (APP/PS1)

+

perd quan comparen els animals APP/PS1%°-Prnp®° i APP/PS1%°-Prnp™* no observen

diferencies (Gimbel et al., 2010; Salazar et al., 2017).

El paper real de PrP€ en les capacitats cognitives i 'aprenentatge encara és controvertit.

Tot i que la majoria d’estudis descriuen déficits en els models Prnp®°

, els resultats no es
reprodueixen sempre i a cada treball trobem interpretacions diferents (Schmitz et al.,
2014b). A més, bona part d’'aquests resultats estan obtinguts amb el model ZHI arrossegant
I'efecte dels Flanking genes que, com hem explicat ja, han emmascarat altres fenotips

lligats a I'abséncia de PrP® (Nuvolone et al., 2013).
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2.4 PrP¢: Altres funcions fisiologiques

Des del seu descobriment i, sobretot, des de la generacio dels primers models deficients
per a la PrP¢, se I'ha relacionat amb multiples funcions al SNC, al SNP i inclus en altres
funcions sistemiques com el metabolisme de la glucosa o en el cancer (Hirsch et al., 2017).
Per acabar aquest apartat, es comentaran dues d’aquestes funcions: el paper en la
mielinitzacié del SNP i en la neurogénesi i diferenciacié neuronal.

2.4.1 Rol de PrP€ en el manteniment de la mielinitzacié del SNP

S’ha comprovat amb diferents ratolins Prnp®° el paper de PrP¢ en el manteniment de la
mielinitzacié del SNP. Els animals genoanul-lats desenvolupen una neuropatia periférica
cronica desmielinitzant a edats avancades (=60 setmanes). PrP€ neuronal seria necessaria
per la mielinitzacié de les ceél-lules de Schwann al axons del SNP. Aquest resultat s’ha
comprovat amb els models ZHI, Edg i Cre-loxP (Bremer et al., 2010) i recentment, amb el
nou model co-isogénic ZH3 (Nuvolone et al., 2016). En un ultim treball descriuen que la
unié del domini N-terminal de la PrP¢ s'uneix al receptor Adgrg6 de les cél-lules de
Schwann per mantenir ’homedstasi mielinica (Kuffer et al., 2016).

2.4.2 PrP¢ en el desenvolupament, la proliferacié i la diferenciacié del
SNC

La PrP¢ s’expressa durant I'estadi embrionari a partir d’E7,5 en ratoli (Manson et al., 1992;
Tremblay et al., 2007). Tot i aix0, la seva delecié no s’ha relacionat amb cap deficiencia
notoria durant el desenvolupament. Es considera que la seva funcié es compensada per
altres proteines durant aquesta etapa. Es va plantejar que podrien ser Doppel i Shadoo,
codificades per gens paralegs de Prnp (Prnd i Sprn). Estudis seguint aquesta teoria no han
aconseguit aportar cap resultat evident (Miranda et al., 2011), només s’ha descrit que la
deleci6 doble de Prnp i Sprn generaria letalitat embrionaria, i que, per tant, la funcié de com
a minim una de les dues proteines és essencial pel correcte desenvolupament del fetus
(Young et al., 2009).

Alguns treballs ha relacionat la PrP¢ amb la neurogénesi i la diferenciacié neuronal. El
treball d’Steele i col-laboradors descriu que I'animal Prnp®° presenta menys proliferacié a
la SVZ i al DG. PrP¢ s’expressaria en els precursors neurals i, de forma dosi-dependent,
regularia positivament la diferenciacié neuronal (Steele et al., 2006). S’ha observat també
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un déficit en la proliferacié I'animal Prnp®°

cap al bulb olfactori (Parrie et al., 2018) i en
neuroesferes de la SVZ (Prodromidou et al., 2014). El nostre grup va descriure el paper de
PrP€ en la diferenciacio i proliferacié dels precursors d’oligodendrocits (Bribian et al., 2012).
Aquests treballs s’han realitzat amb diferents models de ratoli mixtes amb els Flanking
genes, no obstant, semblarien apuntar a que la PrP€ participaria en el desenvolupament

neural (Wulf et al., 2017).

L’expressioé de PrP€també s’ha relacionat amb la neuritogénesi i la guia axonal. S’ha descrit
gue la PrP¢ regula la neuritogénesi modulant la via RhoA/ROCK/Cofilina a través de
I'activitat de la integrina B1 (Loubet et al., 2011). Utilitzant cultius primaris hipocampics, s’ha
observat que la interaccié de PrP€ amb la molécula d’adhesié de cél-lules neurals (NCAM)
activa la neuritogenesi (Santuccione et al., 2005). Finalment, s’ha descrit el paper de la
interaccié homofilica PrP¢-PrP€ com a molécula atraient durant la guia axonal in vitro (Amin
et al., 2016).
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3. Paper de PrP¢ en altres malalties
neurodegeneratives

El 2009 es va produir un descobriment que va reenfocar I'estudi de la proteina pridnica
cel-lular. Es va descriure PrP€ com un receptor dels agregats oligomérics de la proteina B-
amiloide (AB) i en el context de la malaltia d’Alzheimer (Lauren et al., 2009). A partir
d’'aquests descobriment es va obrir una nova linia d’investigacio per intentar entendre el
paper de PrP€ en I'agregacié i la fosforilacié aberrant de Tau en la malaltia d’Alzheimer i en
altres malalties neurodegeneratives com a possible diana terapéutica.

Aquest capitol s’emmarca en les funcions de PrP¢ més enlla de les Prionopaties. Un capitol
d’aquesta tesi se centra en el paper de PrP€ en la regulacio de la fosforilacio i I'splicing de
Tau en una variant de la GSS comorbida amb Taupatia. Per contextualitzar aquesta part
del projecte, s’introduira: 1) la malaltia d’Alzheimer, els seus agregats d’AB i de Tau; 2) les
Taupaties; i 3) la comorbiditat de les Prionopaties amb la Taupatia. També es parlara de
PrP€ com a receptor amiloide mes enlla de 'AD. Finalment, s’explicara que es coneix del
paper de PrP¢ en aquestes malalties i introduirem el model cel-lular que hem utilitzat en
aguesta tesi, el cultiu de cél-lules mare pluripotents induides (iPSC).

3.1 PrPC€ en la malaltia d’Alzheimer (AD)

En aquest apartat es parlara breument de la fisiopatologia, I'epidemiologia i del que es
coneix de I'etiologia de I'AD. Després s’incidira en la proteina Tau i la seva regulacié per
explicar les Taupaties i el paper de PrP¢. Explicarem com a base per descriure el paper
de PrP€en aquesta malaltia neurodegenerativa i ho enllacarem en les
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3.1.1 La malaltia d’Alzheimer

La malaltia d’Alzheimer és wuna malaltia neurodegenerativa progressiva letal
majoritariament esporadica. Es caracteritza per un deteriorament cognitiu progressiu que
afecta a diferents regions del cervell involucrades en la personalitat, la memoaria i la
realitzacié de tasques quotidianes. Tots i els avencos en la recerca, encara no hi ha cap
tractament que la reverteixi totalment i, excepte en els casos genétics, tampoc se n'ha
descobert la causa.

Prevalenca i incidéncia de I’AD

L’AD és la causa principal de demeéncia al mén (=70% del total). Es més freqiient en paisos
desenvolupats on té una incidéncia d’uns 5-8 casos cada 1000 persones per any. La seva
prevalenca esta al voltant de 25-30 milions de persones i es creu que es duplicara en vint
anys degut a I'envelliment de la poblacié. Afecta sobretot a persones de més de 60-65
anys, tot i que en els casos d'origen familiar (fAD), al voltant del 5% del total, la
simptomatologia comencga abans (Calderon-Garciduenas and Duyckaerts, 2017).

S’han descrit factors de risc genétics a I'AD, com la preséncia de lal-lel ¢4 de
I'apolipoproteina E (ApoE). No obstant, no s’ha trobat cap factor ambiental, social o genétic
que sigui suficient per predir I'aparicié de 'AD. Només algunes mutacions en gens del
processament de I'AB cursen irremeiablement amb fAD. Afecten als gens PSEN1, PSEN2
i APP que participen en el processament i formacié dels oligomers d’AB (Gaiteri et al.,
2016).

Les plaques amiloides i els cabdells neurofibril-lars

La histopatologia de 'AD es basa en l'acumulacié extracel-lular d’AB i l'agregacié
intracel-lular de la proteina Tau. L'AB és el producte del fraccionament de la proteina
precursora amiloide (APP). Aquesta proteina de membrana pot ser processada per la via
amiloidogénica o la no amiloidogénica. A la via no amiloidogénica 'a-secretasa i després
la y-secretasa tallen 'APP de la membrana. Generen fragments que participarien de forma
paracrina o autocrina en la fisiologia normal de la neurona modulant, entre d’altres, la
proliferacié cel-lular i la neuritogénesi. Per altra banda, trobem el processament per la via
amiloidogenica. En aquest cas, 'APP es tallada per la B-secretasa (BACEL) i després per
la y-secretasa generant 'AB de 40 o 42 AA (Willnow et al., 2008; Calderon-Garciduenas
and Duyckaerts, 2017). L’'AB té tendéncia a agregar-se en forma d’oligdbmers primer i
després en forma de protofibril-les i fibril-les que acabaran formant les plaques amiloides.
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Aguestes plaques es formen al parénquima neuronal de I'escor¢a dels pacients d’AD
provocant mort neuronal i gliosis reactiva (Haass et al., 2012).

L’altra caracteristica histopatologica de I'AD sén el cabdells neurofibril-lars (NFTs) formats
principalment per la proteina Tau. La funcié fisioldgica principal d’aquesta proteina és
I'estabilitzacioé dels microtubuls de tubulina (MTs). La seva activitat esta regulada pel seu
estat de fosforilacié segons I'equilibri entre fosfatases i cinases. A I'AD, aquest equilibri es
veu alterat i la proteina Tau s’hiperfosforila reduint la seva capacitat d’unir-se als
microtubuls. La hiperfosforilacié augmenta la tendéncia de Tau a plegar-se anomalament i
acumular-se al citosol. S’acaba agregant sobretot al compartiment somatodendritic,
formant primer els filaments helicoidals, rics en lamina B, i finalment els NFTs (Ballatore et
al., 2007).

En el camp hi ha certa discussié sobre I'origen de la neurodegeneracio en I'AD, si son els
cumuls d’AB o els cabdells neurcfibril-lars. Segons la hipotesi amiloide, 'agregacié de I'AB
inicia una reaccié en cadena que acabaria provocant la neuropatologia de I'AD (Hardy and
Higgins, 1992). No obstant, s’han publicat resultats que demostren que I'AB no seria
suficient per provocar la neurodegeneracié. S’ha descrit que I'AB no és toxica en cultius
primaris neuronals provinents d’animals deficients per a Tau, per tant, Tau seria també
necessaria per la toxicitat (Rapoport et al., 2002). A més, les plaques amiloides i els NFTs
afecten a regions diferents al llarg de la progressio de la malaltia demostrant que no son
processos necessariament concomitants (Braak and Braak, 1996). Actualment, tot i la
controveérsia, la teoria mes acceptada és que I'Af3 precedeix els NFTs. Es postula que els
oligomers d’AB son els primers efectors de la toxicitat induint la pérdua sinaptica, el primer
tret fisiopatologic de 'AD. No obstant, la patologia associada a Tau concomitant és decisiva
per 'aveng de la neurodegeneracio i correlaciona directament amb la clinica de I'AD.

3.1.2 La proteina Tau

Tau és una proteina de 55 kDa expressada principalment en el SNC on és particularment
abundant en els axons neuronals, pero també s’expressa a la glia. La seva funcié principal
és l'estabilitzacio dels microtibuls i també s’ha observat que participa en la regulacié de la
plasticitat sinaptica, I'estabilitat de I’heterocromatina, el transit vesicular i la dinamica del
citoesquelet d’actina (Sotiropoulos et al., 2017). Les Taupaties és un conjunt de malalties
neurodegeneratives que presenten I'agregacio de Tau al SNC, entre les quals trobem I'AD
(Lee et al., 2001).
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Darrerament, s’ha publicat que la propagacié dels cumuls patogenics de Tau per un
mecanisme similar a un prié podrien ser cabdals en el procés neurodegeneratiu. Aquesta
teoria es va iniciar amb les primeres publicacions que demostraven que la Tau extracel-lular
era capac de propagar-se cél-lula-cél-lula in vitro (Frost et al., 2009) i in vivo (Clavaguera
et al., 2009). Tambeé s’ha descrit que la Tau agregada tindria la capacitat de transmetre la
seva capacitat d’agregacié a la Tau enddgena de forma pridnica (Alonso et al., 1996). A
partir d’aquests nous resultats, una part de la recerca s’esta centrant en esclarir els
mecanismes pels quals s’externalitzen i difonen els agregats de Tau com a possibles
dianes terapéutiques (Fuster-Matanzo et al., 2018).

El gen Mapt i el seu splicing alternatiu

Tau esta codificada pel gen Mapt. Aquest gen es troba al cromosoma 11 en ratolins i al 17
en humans. Presenta 16 exons i a partir d’11 d’aquests exons es codifiquen per splicing
alternatiu les 6 isoformes que s’expressen en el SNC. Difereixen entre elles pel nombre de
repeticions de la regidé d’unio a tubulina. S’agrupen en les isoformes que en tenen 3 0 4 (3R
0 4R) depenent de si s’elimina o no I'exé 10 durant I'splicing. Els exons 2 i 3 també sofreixen
splicing generant tres isoformes diferents: si conserven només I'exd 2, els exons 2 i 3 o cap
(IN, 2N i ON). La combinacié d’aquests dos trets formen les 6 isoformes que trobem al
SNC: 3R/ON, 3R/1N, 3R/2N, 4R/0N, 4R/1N i 4R/2N (Lee et al., 2001) (Figura 11).

En el cervell adult, la ratio entre les isoformes 3R i les 4R és al voltant de la unitat. En canvi,
durant el desenvolupament s’expressen més les isoformes 3R i en el SNC fetal només
s’expressa la isoforma 3R/ON (Goedert et al., 1989; Goedert and Jakes, 2005). L’alteracio
d’aquest equilibri s’ha relacionat amb alguns tipus de Taupatia com la deméncia
frontotemporal associada al cromosoma 17 (FTD-17) i la malaltia de Pick (Hong et al., 1998;
Fuster-Matanzo et al., 2018). S’han descrit més de 30 mutacions al gen Mapt que cursen
amb FTD-17 i en algunes d’elles ocasionen un augment de les formes 4R ja que afecten a
regions que regulen I'splicing o directament a I'exé 10 o l'intré 10-11 (Goedert and Jakes,
2005).
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Figura 11: Esquema del gen Mapt i les isoformes que es generen per splicing al SNC. El gen
presenta 16 exons. El 0 i el 14 es transcriuen perod no es tradueixen (negre). L'1, el 4, el 5, el 7, el 9,
I'11, el 12 i el 13 es tradueixen sempre (blau clar). El 4a i el 8 no es transcriuen en el SNC huma
(gris). El roig es mostren els exons que sofreixen splicing alternatiu el 2, el 3i el 10. Les diferents
combinacions d’splicing d’aquests tres exons produeix les sis isoformes de la proteina. Esquema

propi seguint el model de Lee et al, 2001.

La fosforilacié de Tau

L’equilibri entre fosforilacid i desfosforilaci6 de Tau és primordial per la correcta
estabilitzacié dels MTs i pel transit vesicular axonal mediat per dineines i kinesines (Figura
12). Tau és necessaria pel manteniment de la integritat dels microtabuls, perdo també
suposa un obstacle pel transit vesicular per sobre dels MTs. La seva fosforilacio la separa
dels MTs permetent la mobilitat vesicular, perd la seva abséncia també els desestabilitza.
Per tant, un cicle ben regulat de fosforilaci6 i desfosforilacié6 de Tau és necessari pel
manteniment dels MTs i el correcte transit axonal (Ballatore et al., 2007). A més, s’ha descrit
gue la hiperfosforilacié de Tau la mobilitza dels axons al compartiment somatodendritic i a
les espines dendritiques on causa disfuncié sinaptica alterant el transit dels receptors
glutamatérgics (Hoover et al., 2010). La hiperfosforilacié afecta també la seva degradacio
via autofagia o proteasoma i també n’augmenta la seva agregacié per acabar formant el
NFTs (Fuster-Matanzo et al., 2018).

Tau presenta 85 residus fosforilables. Se n’han descrit 28 fosforilats només en cervells de
pacients 'AD, 31 només en condicions fisiologiques i 16 en ambdds casos (Martin et al.,
2013). S’han descrit diverses cinases que fosforilen Tau, les més rellevants son la cinasa
de la glicogen sintasa 3 (GSK3), la PKA, la cinasa dependent de ciclina 5 (Cdk5) i la cinasa
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reguladora de l'afinitat per MTs. Pel que fa a les fosfatases, la fosfatasa de proteines 2A
n’és la principal (Avila, 2006; Ballatore et al., 2007).

Cargo moving Cargo moving
along the axon Kinase-mediated phosphorylation along the axon
<7\§ detaches tau from the MT Phosphorylated tau \
disengaged from the MT /’ \

) Vesicle ) Tau attached
\x { ' to the MT

Phosphorylation

Dephosphorylation

Dephosphorylation reaction by
phosphatases restores the
MT-binding ability of tau

Figura 12: La importancia de I'equilibri dinamic de la uni6é de Tau als microtibuls. La proteina Tau
és necessaria per I'estabilitzacié dels microtubuls, perd llavors és un impediment pel moviment de
les kinesines i dineines al llarg de I'axd. La seva fosforilacid, la separa dels microtibuls permetent
que es mogui la carrega. L’equilibri entre les dues formes regulat per les cinases i fosfatases és
imprescindible pel bon funcionament del transport axonal neuronal. Imatge obtinguda de Ballatore
et al, 2007.

3.1.3 Les Taupaties

El terme Taupatia va ser utilitzat per primer cop per descriure una variant genética de
I'espectre de les FTDP-17 (Spillantini et al., 1997). Les Taupaties son un grup de malalties
neurodegeneratives que cursen amb deméncia perd amb manifestacions cliniques
diferents. Tenen en comu I'acumulacié patologica de Tau. Es divideixen en dos tipus: les
primaries i les secundaries. En les primaries, 'acumulacié de Tau n’és el tret neuropatologic
principal. Trobem la FTDP-17, la malaltia de Pick, la Paralisi supranuclear progressiva
(PSP), la Taupatia globular Glial (GGT) i Degeneracié corticobasal (CBD) entre d’altres. En
les secundaries, els cumuls de Tau coexisteixen amb el cumul d’altres agregats proteics.
Aquest grup inclou malalties neurodegeneratives on s’han descrit camuls de Tau, sigui per
etiologia de la propia malaltia, com és el cas de la malaltia d’Alzheimer, o per comorbiditat
amb Taupatia com alguns subtipus de Prionopatia, GSS i sCJD (Lee et al., 2001; Fuster-
Matanzo et al., 2018). En altres malalties neurodegeneratives també s’han observat cumuls
de Tau i es podrien considerar Taupaties. Es el cas de la malaltia de Parkinson (PD) (Lei
et al., 2010) i de la corea de Huntington (Fernandez-Nogales et al., 2014).
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En bastants Taupaties s’ha observat una alteracio en la ratio d’expressio de les isoformes
3R i 4R derivades de I'splicing de Tau. La FTDP-17, la CBD, la PSP ila GGT es consideren
Taupaties amb predominanca de les isoformes 4R. En canvi, la malaltia de Pick es
preferentment una Taupatia 3R (Kovacs et al., 2017; Fuster-Matanzo et al., 2018). Aquesta
desregulacié de l'equilibri entre les isoformes de Tau es considera una causa de la
patologia ja que afecta a la funcio fisiologica de Tau. S’ha descrit que les isoformes 3R
tenen menys afinitat amb els microttbuls reduint-ne I'estabilitat, per tant un desequilibri
entre els dos tipus d’isoformes altera la dinamica dels MTs i el transit vesicular (Lee et al.,
2001).

3.1.4 Implicacié de PrP¢ en la malaltia d’Alzheimer

Com ja hem comentat, es va descriure la interaccié6 de PrP® amb I'AB en la malaltia
d’Alzheimer (Lauren et al., 2009). També s’han descrit certs polimorfismes a Prnp com un
factor de risc per 'AD (Bertram et al., 2007). Des de llavors, diversos grups, inclos el nostre,
hem estudiat el paper de PrP¢ en la progressio i la fisiopatologia de 'AD. S’ha publicat
sobre el seu paper en la toxicitat de I'AB i com a proteina neuroprotectora enfront la
patologia de I'AD. No obstant, altres grups han observat que PrP¢ no participaria en la
progressio de la malaltia generant debat en aquest camp (Watts et al., 2018).

PrP¢ com a receptor de I’AB i mediador de la seva toxicitat

S’ha postulat que la PrP¢ condueix la toxicitat de 'AB. S’ha descrit que la PrP¢ és
necessaria perqueé el tractament amb oligdbmers AB.. ocasionin déficits en 'LTP en cultius

+/+

organotipics d’hipocamp. Observen que en cultius Prnp®° i en cultius Prnp*"* tractats amb
anticossos que bloquen la PrP€ no es produeix agquesta reduccié (Lauren et al., 2009). Dos
grups més, han descrit els mateixos resultats. Un amb cultius organotipics d’hipocamp
(Nicoll et al., 2013) i I'altre, in vivo amb rata (Freir et al., 2011). També s’ha descrit que la
neurotoxicitat i la mort neuronal que ocasionen els oligdbmers d’AB depén de I'expressié de
la PrP¢ (Kudo et al., 2012). Finalment, en models murins d’AD, s’ha observat que els déficits
cognitius sén dependents de I'expressid de la PrP¢ (Gimbel et al., 2010; Kostylev et al.,

2015; Salazar et al., 2017).

Alguns estudis han anat més enlla descrivint que la interaccié de la PrP€ amb els oligomers
d’AB indueix la toxicitat mitjancant el receptor glutamatergic mGIuR5 i I'activacié de la
cinasa Fyn (Um et al., 2013; Hu et al., 2014). Recentment, s’ha descrit també que mGIuR5
també estaria implicat en la toxicitat de la PrPS¢ (Goniotaki et al., 2017). S’ha postulat que
la PrP¢ podria ser el lligand entre I'’AB i la fosforilacié de Tau via la modulacié de Fyn (Larson
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et al., 2012). Larelacié directa de PrP® amb la fosforilacié de Tau ha estat observada també

% Prnp*”*. Van

en un estudi transcriptdmic comparant mostres d’hipocamp d’animals Prnp
observar la desregulacié de gens directament implicats en la fosforilaci6 de Tau i el
processament de 'APP (PSEN1, GSK38 i Cdk5rl) (Benvegnu et al., 2011). Inclis, s’ha

descrit la possible interaccio directa de PrP€amb Tau (Wang et al., 2008).

Paper neuroprotector de PrP¢a I’AD

S’ha observat que PrP€ es troba a les plaques amiloides i que la seva expressié baixa en
mostres de pacients d’AD correlacionant negativament amb la progressié de la malaltia
(Ferrer et al., 2001; Velayos et al., 2009). A més, s’ha relacionat directament la PrP€ en la
regulacié negativa de I'activitat de BACE1 en el processament de 'APP (Parkin et al., 2007;
Griffiths et al., 2012). Darrerament, s’ha descrit que la PrP¢ present als exosomes del SNC
agrega els oligdmers d’AB reduint-ne la seva toxicitat, i per tant, protegint el sistema de la
propagacio de la patologia (Hartmann et al., 2017).

En el nostre grup hem descrit que els cimuls d’AB s6n dependents de I'expressio de PrP¢
en el model muri d’AD (APP/PS1) (Ordo6fiez-Gutiérrez et al., 2013). En un altre treball, vam
observar un augment de la fosforilacié de Tau induida per oligobmers d’AB en cultius primaris
neuronals Prnp®°. Finalment, vam descriure que I'expressié de PrPC correlaciona amb
I'expressié de Tau durant I'evolucié de I'AD en mostres de pacients i en el model de ratoli
APP/PS1. (Vergara et al., 2015). Tots aquests resultats ens fan considerar que PrP¢ té un
paper protector en la malaltia d’Alzheimer regulant a la baixa I'expressio i la fosforilacié de
Tau. Segons aquesta teoria, 'augment d’expressio de PrPC en els primers estadis de 'AD
seria un mecanisme endogen de proteccié enfront la neurodegeneracié derivada dels
oligdmers d’AB que endarreriria la fosforilacié patologica de Tau.

Interacci6 de PrPCj I'AB pero quelcom més?

Actualment es considera provada la interaccié de PrP¢ amb I'AB (Lauren et al., 2009;
Fluharty et al., 2013; Rushworth et al., 2013), no obstant, el paper d’aquesta interaccié en
la fisiopatologia de 'AD genera més controvérsia. Alguns grups han descrit que I'efecte de
la reduccié de la LTP per part dels oligomers d’AB és independent de PrP¢ (Calella et al.,
2010) i també els déficits cognitius que genera (Balducci et al., 2010; Cisse et al., 2011).
Altres treballs descriuen que, tot i que PrP€ participaria en la deficiencia cognitiva en models
murins d’AD, el cimul d’AB és independent a I'expressié de PrP¢ (Gimbel et al., 2010;
Salazar et al., 2017).
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S’ha postulat que aquests resultats contradictoris podrien provenir de I'afinitat diferencial
de PrP€ amb els diferents estadis d’agregacié de I'AB i de les seves mutacions. Per tant,
diferéncies experimentals que afectin a I'estat d’agregacio de I'AB i les seves mutacions
podrien emmascarar el paper real de PrPC. Un treball apunta que PrP¢ s’uneix débilment
als oligbmers, amb molta afinitat a les protofibril-les i no s’uneix a les fibril-les (Nicoll et al.,
2013). Un altre grup ha descrit que PrP¢ modula I'activitat de BACE1 processant 'APP
d’expressio salvatge (APPw:), pero que no ho fa en el cas de 'APP amb la mutacié Swedish
(APPswe). Exposen que aixd ocorre perqué 'APPw: es processa preferentment a les
vesicules després de I'aparell de Golgi, on també hi trobem PrPC, i en canvi, IAPPsye €s
processa sobretot a 'endosoma on no s’expressa PrPC (Griffiths et al., 2012). Per tant, I'iis
majoritari de models murins d’AD amb la mutaciéo APPswe (p.€. (Calella et al., 2010; Cisse
et al., 2011) podria emmascarar el paper real de PrPC.

Encara s’ha de definir el paper real de PrP¢ en la malaltia d’Alzheimer, no obstant sembla
clar que s’uneix a I’AB i que participa en la seva toxicitat regulant la fosforilacié de Tau. Per
tant, PrPC es podria considerar una diana terapéutica no només per les Prionopaties, sin6
també per 'AD. Tot i aix0, en aquests resultats contradictoris també podriem estar afectats
pels Flanking genes.

3.2 PrPC¢: receptor amiloide

Aquests resultats sobre el paper de PrP¢ en la malaltia d’Alzheimer van iniciar I'estudi del
paper d’aquesta proteina en I'agregacio d’altres proteines amiloides. Ens els darrers anys
s’ha descrit PrP€ com un receptor de I'a-sinucleina en models de Parkinson.

3.2.1 Funcié de la PrP® com a receptor de l'a-sinucleina i la seva
propagacié

Recentment, s’ha descrit el paper de la PrP® com a receptor de I'a-sinucleina (Urrea et al.,
2017; De Cecco and Legname, 2018). Per primer cop, el nostre grup va descriure que
fibril-les d’a-sinucleina s’uneixen a les cél-lules que expressen PrPC. | que, tot i que no és
imprescindible, la PrP€ regula la velocitat de propagacié de les fibril-les d’a-sinucleina in
vivo (Urrea et al., 2018). En aquesta linia, una altre treball descriu que la PrP¢ participa en
la recaptacio de I'a-sinucleina (Aulic et al., 2017).
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Seguint amb aquests resultats, s’ha descrit que la disfuncié en I'LTP provocada per I'a-
sinucleina es duu a terme mitjancant la PrP¢ seguint un mecanisme similar al descrit a 'AD
amb els oligomers d’AB. PrP¢ interacciona amb els oligdmers d’a-sinucleina i, a través del
receptor mGIuRS5, fosforila Fyn. L’activacido de Fyn modula I'entrada de Ca?" al terminal
presinaptic a través de la fosforilacid de la subunitat GIuN2B dels receptors d’NMDA
(Ferreira et al., 2017).

3.2.2 Rol de la PrP° en ’agregacio amiloide

Alguns autors han agrupat gran part de les malalties neurodegeneratives com a
Proteinopaties ja que totes tenen en comu I'agregacié extra o intracel-lular de proteines
plegades andmalament: 1) AB a les plagues amiloides a la malaltia d’Alzheimer; 2) Tau als
cabdells neurofibril-lars a totes les Taupaties; 3) a-sinucleina als cossos de Lewy a la
malaltia de Parkinson i a la deméncia per cossos de Lewy; 4) PrPS¢ als agregats amiloides
a les Prionopaties; i 5) la proteina TAR d’unié a ’'ADN 43 (TDP-43) en les inclusions de
I'esclerosis lateral amiotrofica. Aix0, ha portat a postular aguestes malalties com a
patologies associades a prions (Scheckel and Aguzzi, 2018). S’ha descrit que I'AB, Tau i
I'a-sinucleina tindrien la capacitat d’autoagregar-se i propagar-se pel SNC cap a regions
sanes. Fins i tot s’ha descrit la possible infeccié iatrogénica en la malaltia d’Alzheimer
(Jaunmuktane et al.,, 2015). La propagacido daquests agents proteics mal plegats
correlaciona amb I'evolucié de I'afectacié regional en les Proteinopaties.

S’han descrit receptors de membrana com a lligands de I'expansié d’aquestes proteines
mal plegades, tot i que també s’ha descrit la propagacié per exosomes. Els resultats que
relacionen PrP¢ amb els oligomers d’AB i I'a-sinucleina postulen que aquesta proteina
podria ser un d’aquests receptors i tenir un paper rellevant amb la patogénia de la malaltia
d’Alzheimer i de la malaltia de Parkinson. Amb aix0, tenint en compte a més la propia
agregacio patogenica de PrPC¢ en les Prionopaties, s’ha considerat PrP¢ com un receptor
geneéric per les proteines amiloides i com a missatger de la toxicitat en altres Proteinopaties
(Del Rio et al., 2018) (Figura 13).
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Figura 13: La PrPC com a receptor d’agregats en diferents neurodegeneratives. La PrPC¢ reconeix
els agregats oligomeérics de PrPS¢, d’AB i d’a-sinucleina i induir la seva toxicitat. Es planteja incus
que tingui afinitat de reconeixer altres agregats proteics. Imatge obtinguda de Watts et al, 2018.

3.4 Comorbiditat entre Prionopaties i Taupaties

En molts casos de Prionopatia, s’han descrit també cumuls de Tau diagnosticant-se com a
casos de comorbiditat amb Taupatia. A més, la preséncia de p-Tau en el liquid cefalo-
raquidi de pacients de sCJD s’ha validat com a biomarcador diagnostic per la malaltia (Otto
et al., 2002; Ironside et al., 2017). Aix0 i tot el que hem comentat abans en el cas de la
malaltia d’Alzheimer, ha fet pensar que PrP¢ té una relacié directa amb la patologia
associada a Tau.

3.4.1 Relacio entre Prionopaties i Taupaties

S’han descrit camuls de Tau en alguns casos de fCJD amb la mutacié E200K (Kovacs et
al., 2011) i també de FFI (Jansen et al., 2011). Un treball inclis observa diferents tipus de
cumuls de Tau en tots els 75 casos de sCJD que analitza (Kovacs et al., 2017). La
comorbiditat amb Taupatia és molt freqlient en casos de GSS. S’han descrit en pacients
amb les mutacions P102L (Ishizawa et al., 2002), Q217R (Hsiao et al., 1992; Ghetti et al.,
1994), P105L (Yamazaki et al., 1999; Ishizawa et al., 2018), A117V (Tranchant et al., 1997),
Y145X (Kitamoto et al., 1993), V176G (Simpson et al., 2013), F198S (Hsiao et al., 1992;
Ghetti et al., 1994) i Y218N (Alzualde et al., 2010). Aquests pacients molts cops son

70



Paper de PrP€ en altres malalties neurodegeneratives: Introduccié

diagnosticats amb FTD o AD i I'estudi histopatologic post-mortem descobreix, a part dels
agregats de Tau, els cimuls amiloides de PrPsc,

La relaci6 de Tau amb les Prionopaties es postula que va més enlla de la comorbiditat
casual, sin6 que hi ha una relacié directa entre les dues malalties. Els NFTs observats en
casos de GSS es troben envoltant dels agregats de PrPs¢ (Ishizawa et al., 2002). S’ha
descrit també que mutacions que cursen amb GSS o fCJD mostren una elevada capacitat
d’'unié a Tau (Wang et al.,, 2008). A més, s’ha demostrat que la PrPS¢ augmenta la
fosforilacié de Tau en hamsters infectats amb homogenats de cervells de pacients de GSS
(Wang et al., 2010). Finalment, s’ha observat que la toxicitat del peptid PrP1oe.126 (Mmodel
d’induccid de toxicitat per prions) depéen de la fosforilacié de GSK3 i que aquesta augmenta
la fosforilacié de Tau (Perez et al., 2003).

El cas GSS-Y218N

Una part d’aquesta tesi se centrara en un nou cas de GSS comorbid amb Taupatia. Va ser
descrit el 2010 per Alzualde i col-laboradors. La clinica del pacient va comengar amb
deficits de llenguatge amb afasia no fluida i anomia freqiient. Els EEG mostraven indicis de
possible malaltia d’Alzheimer i el pacient va ser tractat amb Galantamina (inhibidor de
I'acetilcolinesterasa) i, després, amb Memantina (antagonista dels receptors d’NMDA). El
seu deteriorament va ser molt rapid i dos anys més tard el resultat al test MMSE (Mini
Mental State Examination) va passar de 18 a 3 sobre 30 i el llenguatge presentava una
important andmia, parafasia i ecolalia indicant un detriment important en les seves
capacitats cognitives. Quatre anys més tard, el pacient traspassava presentant una mudesa
practicament total, deméncia i mioclonies. Va ser diagnosticat com a deméncia familiar,
possiblement AD o FTD, ja que en presentava antecedents familiars (Alzualde et al., 2010).

L’analisi histopatoldgica post-mortem va observar atrofia al cerebel, ganglis basals i cervell.
Presentava també mort neuronal i deteriorament espongiforme al cortex temporal i frontal.
En canvi, sorprenentment, presentava cumuls de PrPS¢ al neocortex, al cortex entorrinal, a
I'hipocamp i a I'estriat. Aquests cumuls eren majoritariament plagques multicéntriques de
PrPsc tipiques de la GSS. També es van detectar abundants neurites distrofiques amb
hiperfosforilacié de Tau i NFTs al llarg del neocortex (Figura 14). El patré de bandes del
WB marcant PrP després del tractament amb PK presentava un patré multibanda entre 80-
20 Kda i a llarga exposicié una banda a 10 Kda (Alzualde et al., 2010)

Es va realitzar també 'estudi genétic degut a I'elevada prevalenga de demeéncia a la familia.
Es va descriure per primer cop una nova mutacié al gen Prnp, la Y218N. Consisteix amb la
substitucié de la tirosina (Y) de la posici6 218 per una asparagina (N). El pacient presentava
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a més el polimorfisme 129VV (Alzualde et al., 2010). La mutacio al gen Prnp, el patr6 de
bandes per WB, i sobretot, les plagues multicentriqgues de PrPS¢ conduir a la diagnosi del
pacient com un cas de GSS amb neurodegeneracio fibril-lar.

Uns anys meés tard, es va descriure el cas d’'un familiar d’aquest pacient amb la mateixa
mutacio. També va ser diagnosticat per GSS, pero la seva clinica era bastant diferent.
Aquest pacient presentava simptomes de parkinsonisme i no de degeneracié neurofibril-lar
i la clinica va comencar a una edat més avancada. Es va postular que la diferéncia podria
provenir en la contribucio del polimorfisme a la posicié 129 en la malaltia com s’ha descrit
en el vCJD. Aquest pacient és 129MV i el primer cas era 129VV (Ribosa - Nogué, 2015).

Aquest cas és important per aquesta tesi ja que es a partir del qual s’inicia el projecte que
es presenta en el primer capitol. Es van extreure fibroblasts d’'un familiar del pacient amb
la mateixa mutacié per generar per primer cop un model cel-lular per estudiar in vitro una
Prionopatia familiar i la seva comorbiditat amb la Taupatia.

PrPr deposits Hyperphosphorylated Tau

A

Figura 14: Analisis immunohistoquimica del pacient de GSS-Y218N. En aquestes seccions
d’hipocamp s’observen plaques multicéntriques d’agregats de PrPS¢ (fletxa) i cabdells neurofibril-lars
(triangles). Adaptat de Alzualde et al, 2010.

3.5 Eines d’estudi de les malalties neurodegeneratives

L’estudi de les malalties neurodegeneratives es basa sobretot en les mostres post-mortem.
Només disposem de mostres a estadis molt avancats de la malaltia després del traspas del
pacient. Aixo dificulta la descripcio bioquimica i molecular de la progressio de la patologia.
Aquesta manca de models d’estudi és sobretot rellevant en les malalties de progressio
rapida com és el cas de les Prionopaties. La diagnosi definitiva de les Prionopaties €s post-
mortem degut al rapid traspas dels pacients i a la I'heterogeneitat simptomatica. Aixo
encara fa més complicat obtenir mostres d’estadis primaris de la malaltia.
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Darrerament, s’esta treballant amb mostres de liquid cefaloraquidi i de plasma sanguini de
cohorts de familiars de pacients diagnosticats per intentar obtenir mostres precliniques. No
obstant, aquestes mostres ens aporten només informacié puntual sistémica d’alguns
marcadors i no permeten la manipulacié. Per tant, es necessita generar noves eines
modulables que ens permetin estudiar les malalties neurodegeneratives per poder entendre
millor la patologia i poder testar possibles tractaments.

3.5.1 De les mostres post-mortem a les cél-lules mare pluripotents
induides

La generacio de les primers cél-lules mare pluripotents induides (iPSC) pel Dr. Yamanaka
va canviar el paradigma de l'estudi de la fisiologia i la patologia de la biomedicina
(Takahashi and Yamanaka, 2006). Gracies al seu descobriment, actualment es poden
reprogramar cél-lules somatiques a cél-lules mare pluripotents que es poden mantenir en
cultiu facilment i diferenciar a un gran ventall de cél-lules dels tres llinatges germinals.

L’evolucid d’aquest camp ha permés el cultiu de desenes de tipus cel-lulars diferents a
partir de cél-lules de pacients de malalties genétiques. A més, ha permés millorar I'estudi
amb cel-lules mare embrionaries humanes reduint molts els costos i també escapant del
component étic. Per una banda, han modificat I'aproximacié experimental en moltes linies
d’investigacio basica que abans es reduien a models de linies cel-lulars estables provinents
de cancers o cultius primaris animals que estaven lluny de la realitat del pacient. Per l'altra,
han permés mimetitzar en una placa de cultiu I'evolucio cel-lular de tot tipus de patologies
i permetre l'estudi de casos de pacients concrets que permetin una medicina
personalitzada.

En aquesta tesi he generat per primer cop un model d’estudi in vitro per les Prionopaties
amb iPSC provinents d’un pacient amb GSS amb la mutacié Y218N (Alzualde et al., 2010).
Com hem explicat anteriorment, és un cas on el pacient sofria GSS amb neurodegeneracio
fibril-lar mostrant comorbiditat amb Taupatia. A continuacié explicarem breument com és
generen i caracteritzen les iPSC i el seu Us en malalties neurodegeneratives per
contextualitzar el nostre projecte.
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Generacio i caracteritzacio de les iPSC

El protocol de reprogramacié que s'utilitza actualment es basa en el descrit pel doctor
Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006). Normalment es parteix de fibroblasts o
gueratinocits dérmics, tot i que s’ha aconseguit també a partir de cél-lules sanguinies, de
la polpa dental i cel-lules de I'epiteli renal (Mertens et al., 2016). El protocol exacte depén
de l'origen de les cél-lules i de la mutacié que tinguin, pero explicarem a grans trets de que
es tracta. A més comentarem la caracteritzacio de les iPSC generades ja que és important
garantir que siguin realment pluripotents i no teratogeniques.

A grans trets, la seva reprogramacié s’aconsegueix expressant quatre factors de
transcripcié que s’expressen a les ESC o en tumors augmentant la seva capacitat
proliferativa, 'anomenat coctel de Yamanaka: Oct4, KLF4, SOX2 i c-Myc (alguns protocols
actuals han demostrat que c-Myc no és necessari). L’'expressié es duu a terme per infeccio
virica per garantir la internalitzacié dels transgens. Després de la infeccid, se seleccionen
les colonies que han adquirit morfologia d’ESC i sén positives pel marcatge de la fosfatasa
alcalina, enzim notoriament expressat en les ESC que ens serveix de marcador (Aasen et
al., 2008; Raya et al., 2010).

El seglient pas és demostrar que son pluripotents. Generalment per immunocitoquimica es
detecten marcadors de pluripotencia com els factors de transcripcié Oct4, Sox2 i Nanog i
les proteines de membrana SSEA-3 i TRA1-81. També convé demostrar que els factors de
transcripcid inserits no s’expressen de forma constitutiva un cop les ceél-lules ja estan
reprogramades per evitar proliferacié excessiva i teratogénesi (Aasen et al., 2008; Raya et
al., 2010). A continuacid, es comprova per seqlienciacido que la reprogramacié no hagi
afectat al genoma de les cél-lules i que encara mantinguin la mutacié del pacient. Després
s’ha de demostrar que son capaces de generar cél-lules dels tres llinatges germinals.
Afegint diferents combinacions de factors al medi es diferencien les cél-lules al llinatge
endodérmic, mesodérmic i ectodérmic. | finalment, s’ha de verificar la seva capacitat
pluripotent observant si sén capaces de generar un teratoma in vivo a animals
immunodeprimits (Aasen et al., 2008; Raya et al., 2010). Si tots aquestes proves es
compleixen, les cel-lules es poden comencar a diferenciar al tipus cel-lular que interessi.

Diferenciacié neuronal de les iPSC

La diferenciacié de les iPSC a neurones ha estat ampliament utilitzada en la darrera
década. Se n’han descrit molts protocols i s’han aconseguit generar diversos subtipus de
neurona i glia. Explicarem els trets caracteristics dels protocols més utilitzats tant de

Z Z

diferenciaci6 “directa” com indirecta. S’anomena diferenciacio “directa” perqué no es passa
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per un estadi de progenitors amb una diferenciacié intermedia, directament es diferencia al
cultiu neural. En el cas dels protocols indirectes es generen diferents tipus de precursors
neurals (NPs) intermediaris amb capacitat proliferativa que mimetitzen el que ocorre durant
el desenvolupament del SNC. El métode “directe” métode és més curt, permet que el cultiu
es pugui mantenir més temps i redueix la seva manipulacié. En canvi, la diferenciaci6
indirecta és més tediosa de dur a terme, requereix més manipulacié pero genera NPs que
es poden mantenir durant més temps per reproduir els experiments sense haver de tornar
a l'inici (Mertens et al., 2016). Els dos tipus de protocols sén valids i complementaris, ja que
ens permeten adaptar-nos a necessitats experimentals diferents.

En els protocols indirectes, la induccio dels canvis es produeix modificant el medi de cultiu
en cada pas entre els progenitors intermediaris. Es van afegint factors de creixement i
morfogens, i seleccionant les coldnies que s’adapten i es diferencien. El coctel de factors
concret depen del tipus neuronal que es vulgui generar. Per exemple en el protocol emprat
en aquesta tesi utilitza el factor de creixement de fibroblasts huma per induir la diferenciacié
de les iPSC als primers NPs. Aquests NPs es seleccionen manualment per la seva
morfologia i s’afegeix N2 per amplificar-los. Finalment, un cop els NPs s6n madurs,
s’indueix la seva diferenciacié neuronal canviant el medi a Neurobasal suplementat amb
N2 iB27 (Cho et al., 2008). En canvi, en els protocols directes de diferenciacié se sembren
les iPSC i se’ls va canviant el medi suplementat també amb diferents morfogens i factors
de creixement senes manipular-les practicament (Espuny-Camacho et al., 2013).

iPSC en I’estudi de les malalties neurodegeneratives

Seguint diferents protocols, actualment s’han generat iPSC procedents de pacients amb
diverses malalties neurodegeneratives tant lligades a mutacions com esporadiques:
malaltia d’Alzheimer (Israel et al., 2012), malaltia de Parkinson (Soldner et al., 2009;
Sanchez-Danes et al., 2012), corea de Huntington (Jeon et al., 2012), demeéncia
frontotemporal (lovino et al., 2015) i esclerosi lateral amiotréfica (Zhang et al., 2015). No
obstant, fins al moment, no s’ha generat cap model d’iPSC procedent d’'un pacient amb
Prionopatia.

75



76



OBJECTIUS



78



Objectius

Durant la primera meitat del segle XX ja es van descriure els primers pacients que sofrien
el que actualment coneixem com a Prionopaties. Eren casos de la malaltia de Creutzfeldt-
Jakob (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921), la Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(Gerstmann, 1928) i el Kuru (Gajdusek and Zigas, 1957). A finals dels anys 50, alguns
autors van apuntar que aquestes diferents malalties podrien estar relacionades ja que
presentaven patrons histopatologics semblants (Hadlow, 1959). No obstant, fins el
descobriment del prié (PrPS) com I'agent causant de totes elles, no es va demostrar que
compartien etiologia (Prusiner, 1982). Els resultats del Dr. Stanley Prusiner van permetre
descobrir que el prié provenia del plegament aberrant de la proteina prionica (PrPC) i que
el seu cumul al SNC era la causa de la degeneracio observada en les Prionopaties. A més,
va redefinir el concepte d’agent infeccids i de la codificacio de la informacié molecular. Per
primer cop, es va descriure que una proteina era capac¢ de transmetre informacio a altres
proteines modificant-ne I'estructura i que aquesta transmissié era indispensable per la
capacitat infectiva de la PrPs¢,

Pocs anys després del descobriment de la PrP€, Europa va sofrir I'epidémia d’encefalopatia
espongiforme bovina (Wells et al., 1987). Inesperadament, la ingesta de material procedent
d’aquestes vaques malaltes va infectar alguns centenars de persones que mostrarien la
patologia una decada després (Will et al., 1996). Aquesta crisi sanitaria va posar de
manifest la capacitat infectiva dels prions entre espeécies i va convertir 'estudi de la biologia
de la PrP€ en un tema de salut pablica. Als anys 90, es van generar els primers models de
ratoli deficients per la PrP¢ (Prnp®°) com a eines d’estudi (Bueler et al., 1992; Manson et
al., 1994). Emprant aquests models es va demostrar que la preséncia de la PrP€ endogena
era indispensable per la infectivitat de les Prionopaties (Bueler et al., 1993). Aquests
resultats van postular que la patogénia d’aquestes malalties provindria tant del guany de
funcié patologica de la PrPS¢ degut al seu plegament anomal i agregacio, com de la pérdua
de la funcié fisiologica de la PrP€ ja que perdia la seva conformacié nativa. Aquesta hipotesi
va derivar en una doble focalitzaci6 en la recerca sobre les Prionopaties. Per una banda,
I'estudi de les causes i conseqliéncies de I'adquisicio de la conformacié patogénica scrapie,
la PrPS¢; i per l'altra, la cerca de les funcions fisiologiques de la PrP€ nativa (Westergard et
al., 2007). En aquest segon punt s’emmarca aquest projecte de tesis.

A continuacio, es resumira I'estat del coneixement sobre la proteina pridnica quan es va
iniciar aquest projecte de tesis per emmarcar i raonar-ne els objectius. El rol fisiologic de
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PrP¢ no estava definit clarament. S’havia descrit que s’expressava en el terminal sinaptic
on semblava regular la neurotransmissié glutamatergica (Khosravani et al., 2008) i
participava en la patogénia de la malaltia d’Alzheimer (Lauren et al., 2009), entre altres
coses. No obstant, no hi havia consens sobre el paper real de PrP¢ ja que diferents grups
havien publicat treballs controvertits i inclis amb resultats oposats.

La manca de reproductibilitat entre diferents grups va fer reconsiderar els models d’estudi
que s’havien utilitzat. En aquell moment, van aparéeixer dues publicacions que van
demostrar que s’havien estat comparant models de ratoli errbniament. Per una banda,
Striebel i col-laboradors van descriure que PrP® no exercia cap funcié neuroprotectora
enfront epilépsia com havien descrit altres grups (Walz et al., 1999; Rangel et al., 2007).
Postulaven que els resultats que s’havien observat anteriorment provenien de la
comparacio entre models que presentaven fons genétics mixtes i per tant no eren controls
perfectes (Striebel et al., 2013b). Un altre treball del mateix any va demostrar I'existéncia
d’aquestes diferéncies de fons genétic entre els ratolins deficients per a PrPC i els seus

controls. Demostrava que I'animal ZHI-Prnp®°

presentava polimorfismes diferents al seu
control Prnp**en els gens que flanquejaven la deleci6 de PrPC. Aixo s’havia arrossegat de
la implantacié de cél-lules embrionaries de fons 129Sv en una femella C57BI6 durant la
transgénesi. Aixo feia la seva comparacié imperfecta ja que I'animal control d’expressio

salvatge no presentava part del genoma 129Sv i el Prnp®°

si, fenomen que podria
emmascarar el paper real de PrP¢. En el mateix treball demostraven que aquestes
diferéncies en el fons 129Sv havien provocat la definicié erronia de PrP€ com a reguladora
de la fagocitosi (Nuvolone et al., 2013). Aquests dos treballs van fer replantejar vint anys
d’estudi de les funcions de PrP¢ ja que el model ZHI havia estat I'utilitzat en la majoria de

treballs.

En aquest context, comenca el projecte de la present tesis. L’objectiu principal és elucidar
el paper de PrP°€ en neurotransmissié, neuroproteccié i neurodegeneracio per entendre les
consequeéncies de la perdua de funcié de PrP€ en les Prionopaties. El projecte comenca en
el marc d’aquests resultats contradictoris i la manca de models d’estudi que acabem de
comentar. En consequéncia, la primera part d’aquesta tesi s’ha centrat en generar i
caracteritzar nous models in vitro i in vivo per estudiar la PrP¢ i defugir de la controvérsia
sobre els models anteriors. Un cop hem obtingut les eines d’estudi, ens hem centrat en el
paper de la PrP® en: 1) la regulacié de la proteina Tau i la seva patogénia; 2) la
neuroproteccio epileptica; i 3) la neurotransmissié hipocampica i el comportament. D’aquest
projecte se n’han derivat tres publicacions que presentem en aquesta tesis.
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Objectius

En primer lloc, ens hem centrat en la generacié i caracteritzacié del primer model
d’iPSC procedents d’un pacient de Prionopatia amb comorbiditat amb Taupatia.
Aquest projecte s’inicia a partir de la descripcié d’'una familia a Euskadi amb una nova
mutacié (Y218N) al gen de la PrPC. El pacient presentava demeéncia i simptomes
extrapiramidals. La diagnosi post-mortem fou de GSS amb neurodegeneracié fibril-lar amb
cumuls de Tau (Alzualde et al., 2010). Aquest cas ens va permetre iniciar un projecte pioner
sobre la generaci6 del primer model in vitro provinent d’'un pacient de Prionopatia que ens
permetés I'estudi tant de la malaltia com de les funcions de PrP°. La tecnologia de les iPSC
estava en augment i feia pocs anys que s’havien generat els primers models de les
malalties neurodegeneratives majoritaries, la malaltia d’Alzheimer i la de Parkinson, amb
un gran factor d'impacte (Soldner et al., 2009; Israel et al., 2012). No obstant, en el cas de
les malalties minoritaries, el camp encara era incipient. Aquesta eina ens permetria estudiar
una de les funcions de PrP¢ de més interés, la seva participacioé en la fosforilacié i patogenia
de Tau (Larson et al., 2012). Per una banda, generariem un model Unic que s’aproximaria
molt a la fisiologia dels pacients, i per I'altra, defugiriem de la problematica sobre els models
d’estudi de PrP° controvertits.

Es va iniciar una col-laboraci6 entre diversos grups per realitzar aquest projecte. El grup
del Dr. Angel Raya (CMRB, Barcelona) s’encarregaria de la generacié i caracteritzacié de
les iPSC. Els experiments d’infectivitat els durien a terme a Euskadi els grups de la Dra.
Rosario Sanchez-Pernaute (llavors Inbiomed, Donosti) i el Dr. Joaquin Castilla (CIC
bioGUNE, Derio). Finalment, nosaltres, amb el recolzament técnic del grup de la Dra.
Antonella Consiglio (UB, Barcelona), caracteritzariem la diferenciacié neuronal d’aquestes
iPSC, estudiariem la reproduccié de la Taupatia i coordinariem el projecte.

Tenint en compte el que s’acaba d’explicar, en aquest capitol s’han definit els segients
objectius:

Objectiu 1: Generar i caracteritzar les iPSC provinents del pacient amb la mutacioé Prnp-
Y218N

Objectiu 2: Avaluar la reproducci6 el fenotip neurodegeneratiu del pacient a les neurones
derivades de les iPSC-Y218N

Objectiu 3: Elucidar els efectes de la mutacié Y218N a la viabilitat i diferenciacié de les
neurones de les iPSC-Y218N
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Objectius

En segon lloc, hem avaluat la neuroprotecci6é epiléptica en diferents models murins
deficients per la PrPC. El nostre i altres grups haviem observat que els animals Prnp®°
eren més susceptibles a la induccié epiléptica. S’havia descrit que PrP® modulava I'activitat
d’alguns receptors de glutamat i la seva abséncia generava una sinapsi més excitable
propensa a produir crisis epileptiques en rebre estimuls excitotoxics (Walz et al., 1999;
Rangel et al., 2007). No obstant, com hem comentat anteriorment, Striebel i col-laboradors
acabaven de publicar que amb els animals Prnp® no eren més susceptibles i que les
diferencies provindrien del fons genetic dels ratolins (Striebel et al., 2013b). Per tot aix0, en
aquesta tesi ens vam proposar esclarir el paper real de PrP€ en la neuroproteccio epiléptica

i quins dominis de la proteina eren necessaris per exercir aquesta funcio.

Aquest treball el va iniciar la Dra. Patricia Carulla al final de la seva tesi doctoral.
Personalment vaig participar-hi durant les practiques del Grau i del Master, i el vam
concloure i publicar el meu primer any de tesi. Tenint en compte el que s’acaba d’explicar,
en aquest capitol s’han definit els seglients objectius:

Objectiu 1: Comparar la resposta a acid kainic (KA) de diferents models de ratoli Prnp®°

Objectiu 2: Elucidar el paper dels polimorfismes 129Sv del model ZHI en la neuroproteccié
enfront a KA

Objectiu 3: Dilucidar la importancia de I'ancoratge a membrana de PrP¢ en la
neuroproteccio enfront a KA

Objectiu 4: Determinar quin domini de PrP¢ exerceix la seva funcié neuroprotectora

La tercera i Ultima part d’aquesta tesi comenga amb I'adquisicié d’'un nou model de ratoli
0/0

Prnp™, el model ZH3. Aquest fou generat per tecnologia TALEN sota un fons estrictament

co-isogeénic, el C57BI6. Es considera el model definitiu de ratoli Prnp®°

perqué no se li ha
modificat practicament el genoma (només 8 pb) i no presenta cap alteracié transcriptomica
derivada de la transgeénesi (Nuvolone et al., 2016). Aquest nou model ens va obrir la porta
a noves linies d’investigacid més enlla de la revisié de resultats controvertits amb els
anteriors models. Ens plantegem definir les funcions de PrP¢ a diversos nivells: des de la
sinapsi i la seva electrofisiologia a funcions cognitives elevades com I'aprenentatge i el
condicionament operant. Amb aguest nou model, per tant, pretenem estudiar el paper de
PrP¢ en la neurotransmissié glutamatérgica hipocampica, la conducta i

I’aprenentatge.
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Objectius
Tenint en compte el que s’acaba d’explicar, en aquest capitol s’han definit els seguents
objectius:
Objectiu 1: Estudiar la conducta i I'activitat de I'animal ZH3

Objectiu 2: Avaluar les conseqliéncies de l'abséncia de PrP¢ en l'aprenentatge i la
memaria en tasques de Condicionament Operant

Objectiu 3: Testar la facilitacio i I'excitabilitat de la via col-lateral de Schaffer Prnp®°
Objectiu 4: Avaluar la generacié de potenciacio a llarg termini (LTP) en abséncia de PrP¢

Objectiu 5: Estudiar la formacio de xarxes, la connectivitat i I'excitabilitat de cultius primaris

0/0

neuronals Prnp”” al llarg de la seva maduraci6
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Resultats

La present Tesis Doctoral, titulada “Noves funcions de la PrP¢ en neurotransmissio,
neuroproteccio i neurodegeneracio”, es presenta com un compendi de les seguents
publicacions:

Capitol I

iPS Cell Cultures from a Gerstmann-Straussler-Scheinker Patient with the Y218N PRNP

Mutation Recapitulate tau Pathology

Andreu Matamoros-Angles*, Lucia Mayela Gayosso*, Yvonne Richaud-Patin*, Angelique di
Domenico, Cristina Vergara, Arnau Hervera, Amaya Sousa, Natalia Fernandez-Borges, Antonella
Consiglio, Rosalina Gavin, Rakel Lopez de Maturana, Isidro Ferrer, Adolfo Lopez de Munain, Angel
Raya*, Joanquin Castilla#, Rosario Sanchez-Pernaute” i José Antonio del Rio*,

Manuscrit publicat a Molecular Neurobiology, 2018; 55(4): 3033—-3048. Online 2017 May 2.
doi: 10.1007/s12035-017-0506-6

Capitol Il

Involvement of PrP® in kainate-induced excitotoxicity in several mouse strains

Patricia Carulla, Franc Llorens, Andreu Matamoros-Angles, Patricia Aguilar-Calvo, Juan Carlos
Espinosa, Rosalina Gavin, Isidre Ferrer, Giuseppe Legname, Juan Maria Torres i José A. del Rio*.

Manuscrit publicat a Scientific Reports, 2015. Jul 9;5:11971. doi: 10.1038/srep11971.
Capitol 1l

Behavioral deficits, learning impairment, and enhanced hippocampal excitability in prion
protein knock-out mice

Andreu Matamoros-Angles, Arnau Hervera, Jordi Soriano, Eulalia Marti, Franc Llorens, Mario
Nuvolone, Adriano Aguzzi, Agnés Gruart, José M. Delgado-Garcia i José A. del Rio.

Aquest manuscrit esta actualment en preparacio
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Capitol I: Resultats

Cultius derivats d’iPSC provinents d’'un pacient de GSS
amb la mutacio Y218N-Prnp recapitulen la Taupatia

Andreu Matamoros-Angles*, Lucia Mayela Gayosso*, Yvonne Richaud-Patin*, Angelique di
Domenico, Cristina Vergara, Arnau Hervera, Amaya Sousa, Natalia Fernandez-Borges, Antonella
Consiglio, Rosalina Gavin, Rakel Lopez de Maturana, Isidro Ferrer, Adolfo Lépez de Munain, Angel
Raya*, Joanquin Castilla#, Rosario Sanchez-Pernaute” i José Antonio del Rio*,

Resum

La sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) és una Prionopatia
neurodegenerativa dominant autosomica lligada a mutacions al gen de la proteina prionica
(PrP®). Clinicament cursa amb ataxia, paraparesis espastica, signes extrapiramidals,
demencia i, irremeiablement, la mort. Freqlentment, els pacients de GSS presenten una
patologia mixta amb comorbiditat amb Taupatia. En aquest treball, es desenvolupa un
model de cél-lules mare pluripotents induides (iPSC) derivades de fibroblasts d'un pacient
de GSS amb Taupatia, aixi com d’un control saludable emparellat de sexe i edat. El pacient
presenta la mutacié Y218N recentment descrita. Els cultius neuronals derivats de les iPSC
Y218N mostren una astrogliosi rellevant, un augment de p-Tau, un transport associat a
microtdbuls reduit i mort cel-lular apoptotica. Per una banda, els nostres resultats
reprodueixen la patologia de la Taupatia. Tanmateix, no van generar pri0 resistent a
proteinasa K. En aquest estudi, aportem, per primera vegada, un model neuronal derivat
directament d’un pacient que permetra investigar la GSS i els fenotips relacionats també
amb la Taupatia.
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J, Sanchez-Pernaute R, Del Rio JA (2018) iPS Cell Cultures from a Gerstmann-Straussler-Scheinker Patient
with the Y218N PRNP Mutation Recapitulate tau Pathology. Mol Neurobiol 55:3033-3048.
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Abstract Gerstmann-Striussler-Scheiker (GSS) syndrome 1s
a fatal autosomal dominant neurodegenerative prionopathy
clinically characterized by ataxia, spastic paraparesis, extrapy-
ramidal signs and dementia. In some GSS familiar cases
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Y2I8N PRNP mutation, as well as an age-matched healthy
control. This particular PRNP mutation is unique with very
few described cases. One of the cases presented neurofibrillary
degeneration with relevant Tau hyperphosphorylation. Y218N
iPS-derived cultures showed relevant astrogliosis, increased
phospho-Tau, altered microtubule-associated transport and cell
death. However, they failed to generate proteinase K-resistant
prion. In this study we set out to test, for the first time, whether
iPS cell-derived neurons could be used to investigate the ap-
pearance of disease-related phenotypes (i.e, tauopathy) identi-
fied in the GSS patient.

Keywords Gerstmann-Striiussler-Scheinker - Induced
pluripotent stem cells - Tau - Cellular prion protein

Introduction

Biomedical research on neurodegenerative diseases with low
prevalence in humans relies on the possibility of analyzing
brain samples only at very late stages of the discase. Thus,
our view of the biochemical or molecular changes during the
disease is partial. This drawback steadily increases with a
faster neurodegenerative progression speed (e.g., in
prionopathies [1] or rapid Alzheimer’s disease [2]). This is
also the case for most sporadic taupathies and in most cases
of frontotemporal lobar degeneration (FTLD) displaying neu-
rofibrillary degeneration [3, 4]. This limitation impedes the
study of early onset changes in asymptomatic patients, making
it impossible to investigate illness evolution, therefore ham-
pering biochemical/molecular studies and drug discovery [5].

Gerstmann-Striussler-Scheinker syndrome (GSS) is a rare
autosomal dominant neurodegenerative prionopathy clinically
characterized by a wide spectrum of manifestations including
but not limited to ataxia, spastic paraparesis, extrapyramidal
signs and dementia [6, 5]. Most GSS patients have the P/02L
mutation in the cellular prion protein (PrP<) gene (PRNP)
located in the short arm of chromosome 20 [5]. Cases of rapid
progressive forms of GSS are rare [7] with an average duration
after clinical diagnosis of 5—6 years (from 6 months to
13 years) [8, 5]. Histopathological examination of post-
mortem GSS brains has revealed abnormal misfolded prion
(PrP) aggregates in the form of unicentric and multicentric
deposits in the cerebellum and cortical gray matter [5]. In
addition, western blot analysis of aggregated PrP is distin-
guished by the presence of truncated protein fragments rang-
ing between 6 and 10 KDa and a variable number of bands of
higher molecular weight [9]. Parallel to this particular PrP

% Institucio Catalana de Reccrea i Estudis Avancats (ICREA),
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Present address: Andalusian Initiative for Advanced Therapies, Junta
de Andalusia, Seville, Spain
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deposition, pathological features characteristic of other neuro-
degenerative diseases such us parkinsonism or Alzheimer’s
discase have been observed in some GSS patients [5].
Indeed, an increase in hyperphosphorylated Tau is frequently
observed in the pathological analysis of brains from GSS pa-
tients carrying PRNP mutations P/02L [10], PI05L [11],
AII7V [12], VI76G [13], F198S [14, 15], Q217R [16, 15]
and Y2I8N [17]. Although it has been shown that PrP® with
the PI102L mutation display an increased binding to Tau [18],
the role of these point mutations in the development of neu-
rofibrillary degeneration is unknown. Nevertheless, in some
PI02L GSS cases with increased levels of p-Tau, the distribu-
tion of p-Tau tangles close to PrP deposits suggesting an active
participation of PrP in the generation of p-Tau [10].

Due to the above-mentioned restrictions in this study we
explored the usefulness of an induced pluripotent stem (iPS)
cell model derived from somatic cells from a GSS patient. 1PS
cell technology is a tool for basic and translational research
through generating in vitro models of disease-relevant cells
reprogrammed directly from patients [19-21]. This approach
has been shown to be particularly useful in the case of con-
genital or early-onset monogenic diseases [22] as well as other
neurodegenerative diseases [23]. iPS cells have been generat-
ed from patients with Alzheimer’s [24], Parkinson’s [25, 26],
Hungtinton’s [27] diseases as well as FTLD [28],
Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) [29] and several others.
However, there are no reports of iPS cell lines derived from
patients with familial prionopathies.

In this study, we generated iPS cells from dermal fibro-
blasts of a family member of the ¥Y2/8N GSS patient described
by Alzualde and colleagues [17] and differentiated them into
neurons using two previously published procedures [30, 31].
To date, very few individuals have been reported carrying this
mutation [17, 32]. We were interested in this familiar since the
Y218N patient displayed widespread neurofibrillary degener-
ation in the brain [17]. Results determined that although dif-
ferentiated Y218N iPS cells were not able to spontaneously
generate or propagate human prions, Y2I18N-derived cultures
showed relevant astrogliosis and cell death. In addition, dif-
ferentiated Y27 8N-derived neurons displayed high levels of p-
Tau, thus recapitulating most of the neuropathological features
reported in the patient [17].

Material and Methods

Case Patient The index case and the younger sister was ex-
amined at the Cognitive Disorders Unit at Donostia Hospital.
The clinical report of the family and the Y2 /8N patient can be
seen in [17]. Dermal fibroblasts were obtained from the youn-
ger sister of the Y2/8N patient (54 years old in 2010) after
having made complaints of poor concentration, apathy, emo-
tional lability, and increasing difficulties in planning and
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executing actions. She had previously been diagnosed with
and treated for a depressive illness, and the neuropsychologi-
cal examination revealed slight memory dysfunction in re-
trieval, language impairment followed by anomia with pre-
scrved verbal comprehension, and executive dysfunction.
The Mini Mental State Examination (MMSE) score was 23/
30. Magnetic resonance imaging showed slight
frontotemporal atrophy and EEG analysis revealed intermit-
tent frontotemporal delay. An additional EEG, 6 months later,
showed slow background activity in the patient, with intermit-
tent delta waves in the left hemisphere. 10 months after onset,
she had language difficulties, with impairment in semantic
knowledge, and MMSE score dropped to 13/30.

Generation of iPS Cells All experiments were performed
under the guidelines and protocols of the Ethical Committee
for Animal Experimentation (CEEA) of the University of
Barcelona. All procedures adhered to internal and EU guide-
lines for research involving derivation of pluripotent cell lines.
All subjects gave informed consent for the study using forms
approved by the Ethical Committee on the Use of Human
Subjects in Research at Hospital Donostia in San Sebastian,
Spain. Generation of iPSC lines was approved by the
Advisory Committee for Human Tissue and Cell Donation
and Use, by the Commission on Guarantees concerning the
Donation and Use of Human Tissues and Cells of the Carlos
11 Health Institute, Madrid, Spain (Ref: 589, 1/21/2015). All
procedures were done in accordance with institutional guide-
lines and the cell lines have been (or will be) deposited at the
Banco Nacional de Lineas Celulares (BNLC, ISCIII) follow-
ing the Spanish legislation. Fibroblasts from a healthy indi-
vidual and from the Y2/8N GSS patient were infected with
retroviruses carrying human ¢cDNA coding for KLF4, SOX2,
and OCTH4, with or without the addition of ¢-MYC as previ-
ously described [33]. Fibroblasts were maintained in DMEM
(Sigma) supplemented with 10% FBS (Life Technelogies)
and 1% Pen/Strep solution (Life Technologies) before infec-
tion. After infection, fibroblasts were plated on irradiated hu-
man foreskin fibroblasts (HFF, ATCC) and maintained with
hESC medium for 4-12 weeks until iPS cell colonies ap-
peared. Several clones from each cell line were obtained and
validated. Y2I8N patient (FH10) and parallel control (FHB1)
iPS cell clones were analyzed in details (see below).

Characterization of iPS Cell Lines AP staining was per-
formed using the Alkaline Phosphatase Blue Membrane
Substrate Solution (Sigma). For immunocytochemistry, cells
were grown on HFF feeder layers for 610 days and then fixed
in 4% PFA for 10 min. After embryonic bodies (EB) forma-
tion, differentiation into the 3 germ layers was performed. For
endoderm, EBs were plated on 6-well plates treated with
Matrigel (BD Biosciences) for 1 h at room temperature, and
maintained for 28 days with EB medium. The same procedure

was used for mesoderm, but instead using EB medium with
0.5 mM of ascorbic acid. For ectoderm differentiation, EBs
were maintained in suspension for 10 days with Neurobasal
medium containing N2, B27 and FGF2 (N2B27 medium),
prepared as previously described [26]. EBs were then plated
on 6-well Matrigel-coated plates and maintained for 21 days
with N2B27 medium without FGF supplementation.
Differentiated cells were fixed in 4% PFA for 10 min. For
nuclear DAPI staining (Invitrogen), 0.5 pg/ml was used.
The slides were mounted with PYA:DABCO mounting medi-
um. Images were acquired with an SP2 confocal system
(Leica) and analyzed with Imagel™ software. RT-qPCR anal-
ysis was performed as previously described [26]. All results
were normalized to the average expression of Glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Transcript-specitic
primers used are shown in Supplementary Table 1.

For karyotyping, iPS cells were grown on Matrigel and
treated with colcemid (Life Technologies) at a final concen-
tration of 20 ng/ml. Karyotyping analysis was carried out by
Prenatal Genetics S.L. (Barcelona). For promoter methylation,
testing reprogramming gene integration and sequencing to
confirm that patient iPS cells were carrying mutations in
PRNP gene, DNA was isolated using the QIAamp DNA
Mini Kit (QTAGEN) following the manufacturer’s instruc-
tions. Bisulfit conversion of the promoters was carried out
using the Methylamp DNA modification kit (Epigentek).
Five clones of cach promoter for each cell line were analyzed
by sequencing. The primers used for testing gene integration
are shown in Supplementary Table 1.

iPS Cell Differentiation to Neural Cells In this study, two
protocols were used to differentiate the iPS cells. In the first
protocol, iPS cell colonies were mechanically passaged onto
Matrigel-coated 6-well plates. 24 h later the mTeSR™ was
replaced by DDM neural induction medium [34, 35] with
the addition of the ALK inhibitor, SB431542 at 10 mM for
4 days (Tocris) and the BMP inhibitor, LDN-193189 at
100 nM (Miltenyi Biotech) for 12 days. Cells were propagated
in this medium for 3 weeks. At about 24 days in vitro, cells
were dissociated and plated onto wells coated with poly-L-
lysine (33.3 mg/ml, BD) and laminin (3.3 mg/ml, BD), and
the medium was changed to N2B27 medium. For immunoflu-
orescence, neurons were dissociated with Accutase (Sigma)
and replated on glass coverslips coated with poly-L-lysine and
laminin. Characterization was done as previously described
[36].

In the second procedure, spherical neural masses (SNMs)
were obtained as previously described [37]. SNMs were fixed
in 4% phosphate buffered paraformaldehyde (PFA) for 2 h and
characterized by immunostaining. For nuclear DAPT staining
(Invitrogen), 5 pg/ml was used. Mounting medium and imag-
ing analysis were performed for in vitro differentiation testing.
SNMs obtained from control and Y27/8N iPS cells, having
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been maintained i suspension, were then plated on slide-
flasks, 6-well plates, 35 mm & plates or 10 mm & plates all
previously treated with Matrigel for 1 h at room temperature,
and differentiated for 3, 6 or 9 weeks with N2B27 [26], with-
out FGF supplementation to obtain neural cultures. The cor-
rect differentiation was assessed by immunostaining.
Antibodies used are shown in Supplementary Table 2. For
nuclear DAPI staining (Invitrogen), 0.5 pug/ml was used.
The slides were mounted with Mowiol mounting medium.

RT-PCR Protocol Quantitative real time PCR was performed
on total RNA extracted with mirVana’s isolation kit (Ambion)
from differentiating iPS cells. Purified RNAs were used to
generate the corresponding ¢cDNAs, which served as PCR
templates for mRNA quantification. Quantitative RT-PCR as-
says were performed in duplicate on cDNA samples obtained
from the retro-transcription reaction diluted 1:20 in 384-well
optical plates (Kisker Biotech) using the ABI Prism 7900 HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems). The reac-
tions were carried out using 20xTagMan gene expression as-
says for genes and 2xTagMan Universal PCR Master Mix
(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 1 min.
The fold change was determined using the eq. 272"
Primers used in iPS cell differentiation experiments and Tau
R3/R4 analysis can be seen in Supplementary Table 3.

Sample Collection and Proteinase K Treatment Samples of
control and Y2/8N differentiating cultures were collected at
several differentiation times and were homogenized in 10%
lysis buffer (100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.5% Nonidet
P-40, 0.5% sodium deoxycholate, and 10 mM Tris, pH 7.5).
Debris were removed with low-speed centrifugation at
3000x%g for 10 min, and the supernatants were collected. To
detect the presence of Proteinase K (PK)-resistant PrP in the
supernatant, homogenates were digested with a final concen-
tration of 1050 pg/ml PK at 37 °C for 60 min prior to western
blot analysis using 3F4 antibody against PrP“. To evaluate the
PK resistance of protein samples from the original Y2/8N
patient [17], type 1 sporadic Creutzfeldt-Jakob disease
(sCJD) and Type II sCJD brain homogenates were also proc-
essed in parallel. PK digestion was terminated by adding
Laemmli buffer and heating the samples at 100 °C for 10 min.

Western Immunoblot Samples from different differentiation
stages from iPS cells to neuronal cultures were processed for
western blot, including human post-mortem samples and con-
trol cultured cells. The collected 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 proteinase inhibitors. After this, samples were centrifuged
at 15,000 x g for 20 min at 4 °C. The resulting supernatant was
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normalized for protein content using BCA kit (Pierce). Cell
extracts containing Laemmli buffer were boiled at 100 °C for
10 min, followed by 8-10% SDS electrophoresis, then
electrotransferred to nitrocellulose membranes for 2 h at
4 °C. Membranes were then blocked with 5% not-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 anti-
bodies. After incubation with peroxidase-tagged secondary
antibodies (1:2000 diluted), membranes were revealed with
ECL-plus chemiluminescence western blot kit (Amershan-
Pharmacia Biotech). In our experiments, each nitrocellulose
membrane was used to detect p-Tau (AT-8 and PHF1 antibod-
ies), Actin, Tubulin as protein loading controls. A list of the
antibodies used in these experiments can be seen in
Supplementary Table 2.

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 Quantity One Image Software
Analysis (Biorad). Statistical analysis of the obtained data
(RT-qPCR and Western blot) was performed using
Bonferroni post hoc test (Multiple comparison test) using
GraphPad Prism 6 (Mac OsX, Grahpad). Data are presented
as mean =+ standard error of the mean (S.E.M.). Differences
between groups were considered statistically significant be-
tween *##% P < 0.001, #** P <0.01 and ** P < 0.05.

Immunohistochemistry Differentiating iPS cell cultures
were fixed in 4% PFA at different days in culture and then
permeabilized with 0.1% Triton X-100 (Sigma) in 0.1 M PBS.
After fixation, and extensive rinsing with 0.1 M PBS, cultures
were blocked with 10% FBS in 0.1 M PBS prior to incubation
with primary antibodies (see Supplementary Table 2). After
incubation with primary antibodies, cells were incubated with
the pertinent 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, and viewed using an Olympus BX61 fluorescence
microscope, Zeiss LSM or a Leica SP5 confocal microscopy.

Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF) Measurement
CTCF levels of p-Tau (red channel) and MAP2 (green chan-
nel) were measured in 150 (¥2/8N) and 165 (control) identi-
fied neurons after 21 days of differentiation using Image]™
software following published instructions http://
sciencetechblog.com/2011/05/24/measuring-cell-
fluorescence-using-imagej/. See also [38] for details. CTCF
values were determined using the following formula. CTCF
= Integrated Density — (Area of selected cell x Mean
fluorescence of background readings). Statistical analysis of
the obtained data was performed using Mann-Whitney U test



Mol Neurobiol (2018) 55:3033-3048

Capitol I: Resultats

3037

using GraphPad Prism 6 (Mac OsX, Grahpad). Ditferences
between groups were considered statistically significant be-
tween *#** P < (.001.

Mitochondrial Movement Analysis in iPS Cell-Derived
Neurons SNM-derived neurons were incubated after 21 days
of differentiation with MitoTracker (Molecular Probes) and
filmed using a Leica TCS SP2 confocal microscope (Leica)
equipped with a 63x immersion oil objective. Time-lapse se-
ries of image stacks composed of 10 images (512 x 512
pixels) were taken every 3 s over 10 min. Movies were gen-
erated at 10 frames per second. Forty-two axons were regis-
tered and analyzed in each group recorded. In all cases, a
mitochondrion was considered motile when it moved more
than 0.5 pm during 1 min of recording. Distances and speeds
of retrograde and anterograde transport were measured, and
no tracking pluging was used. ImageJ™ software was used to
quantify mitochondrial movement. For each mitochondrion
movement, the minimum displacement and the average over
time were plotted. Statistical analysis of the obtained data was
performed using Mann-Whitney U test using GraphPad Prism
6 (Mac OsX, Grahpad). Differences between groups were
considered statistically significant between *** P < 0.01 and
** P <0.05.

Infectivity Assay Brain homogenates (10% in sterile PBS)
were made fresh the day of'the infection. One aliquot was kept
frozen at —80 °C to repeat the exposure 72 h after the first
infection, as described [39]. Representative samples were tak-
en to confirm the presence of PK-resistant PrP in the homog-
enates, following digestion with 50 pg/ml for scrapie (263 K)
and Creutzfeldt-Jakob discase (CJD) brains and 12.5 pg/ml
for the ¥2/8N brain [40]. Control and ¥2/8N forebrain neu-
ronal cultures were infected at early (30-40) and middle (60—
80) differentiation times. Neurons were replated 5—6 days be-
fore the experiment. The culture supernatant was replaced by
fresh media containing 10% brain homogenate (day 1) and
this was repeated 72 h later (day 3). Two days later, fresh
medium (without inocula) was added without removing the
supernatant. At day 10 post-inocula (dpi) the entire medium
was replaced and the cells were washed several times with
sterile PBS before adding fresh Neurobasal containing B27
and N2 supplements. Medium was replaced every other day
for the first 2 weeks and then twice a week until cells were
collected or fixed for analysis, ~2 months later. All experi-
ments were performed in a Biosafety level 3 security
laboratory.

Results

Generation and Characterization of ¥Y2/8N GSS Patient-
Specific iPS Cells Fibroblasts were reprogrammed at early

passages (5-7) through the retroviral delivery of SOX2,
KLF4, OCT4, and c-MYC to generate up to 5 independent
iPS cell lines for each individual (Fig. 1). We selected clones
displaying embryonic stem cell-like morphology and positive
AP staining (Fig. 1a). 5 clones representing cach individual
were chosen to be thoroughly characterized and shown to be
fully reprogrammed, as judged by demethylation of OCT4
and NANOG promoters (Fig. 1b), the silencing of the
reprogramming transgenes (Fig. 1¢), activation of endogenous
pluripotency-associated factors (Fig. 1c), expression of
pluripotency-associated transcription factors and surface
markers (Fig. 1d), pluripotent differentiation ability in vitro
and/or in vive (Fig. 11), and karyotype stability after more than
15 passages (Fig. le). Mutation analysis confirmed that iPS
cells and their derivatives bore the mutation Y278N present in
the patient fibroblasts (Fig. 1g).

Late Neuronal Maturation, Increased Reactive
Astrogliosis and Absence of PrP Generation in ¥218N-
Derived iPS Cell Cultures Control and Y2/8N-derived iPS
cells were differentiated into neural cells using two well-
characterized procedures (see Methods). Neural induction
was fast and efficient using both protocols (Fig. 2) and the
cells sequentially expressed typical markers of neural progen-
itors, neuroblasts and mature neurons (Fig. 2b, f). In our first
approach (Fig. 2a-d), taking into account morphology and
marker expression, we established three ditferentiation stages:
early (= 60 DIV), middle (= 60—120 DIV) and late (= 120-210
DIV) (Fig. 2a). Two weeks after neural induction, cultures
were composed mainly of neural progenitors co-expressing
SOX2 and NESTIN with a few differentiating neuroblasts
(class III 3-tubulin (TUJ1)-positive). By 4 weeks many
neuroblasts and young neurons expressed PAX6 and the vast
majority expressed Doublecortin (DCX) and Ubiquitin-
protein ligase E3A (UBE3A) proteins (Fig. 2b). From the third
month onwards, differentiating neurons expressed the mature
post-mitotic neuronal marker NeuN (RBFOX3). In parallel
and as also reported in vivo [41], PrP€ expression increased
progressively over time during differentiation (Fig. 2¢—d).

In the second protocol (Fig. 2e-h), control and ¥218N-iPS
cells were also differentiated to pure masses of neural precur-
sors using a previously described protocol that involves the
formation of EBs and the culture of neural precursor cells to
form SNMs, whom can be expanded and differentiated into
mature neurons after several weeks using neuronal induction
medium (Fig. 2e). In these conditions, SNMs derived from
control and Y278N-iPS cell lines homogeneously expressed
neural progenitor markers such as PAX6, NESTIN, and
SOX2, as well as the proliferation marker Ki67 (Fig. 2f).
Furthermore, when iPS cell-derived SNMs were cultured in
neuronal induction medium supplemented with N2 and B27,
differentiation into mature neurons was evident within 3 to
5 weeks (Fig. 2f). After about 3 weeks in neuronal medium,
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Fig. 1 Generation and characterization of iPS cells. (a) Control (cell
line FHBI) and GSS-Y278N-iPS cell (cell line FH10) stained for AP
activity. (b) Bisulphite genomic sequencing of the OCT4 and NANOG
promoters showing demethylation in FHB1 and FH10 (Y2/8N) cell lines.
(¢) RT-qPCR analyses of the expression levels of retroviral-derived
reprogramming factors (transgenic) and endogenous expression levels
(endogenous) of the indicated genes in FHBI (two clones) and Y278N-
iPS cells (cell line FH10, 2 clones). (d) Low fluorescence photomicro-
graphs of representative colonies of FHB1 and FH10 (Y2/8N) stained
positive for the pluripotency-associated markers OCT4, NANOG and

the cultures formed dense MAP2 and TUJ1-positive neuronal
networks (Fig. 2f) in presence of astroglial cells (not shown).
No mixed genotypes (GFAP + MAP2 or TUJ1 double labeled
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SOX2 (green), SSEA3, TRA-1-81 and SSEA4 (red). (e) Normal karyo-
types of FHB1 and FH10 (¥Y218N) at passage 20. (f) Immunofluorescence
analyses of FHB1 and FH10 (Y278N) iPS cells differentiated in vitro
show the potential to generate cell derivatives of all three primary germ
cell layers including ectoderm (stained for TUJI1, green), endoderm
(stained for «-fetoprotein, green, and FOXAZ2, red) and mesoderm
(stained for smooth muscle actin, SMA, red). (g) Direct sequence of
genomic DNA from Control (cell line FHB1) and GSS patient (FH10
(Y218N)) identitying the PRNP™?"*N mutation. Scale bars in a, d and
f=50 um

cells) were observed. As observed in the first approach, PrP¢
was clearly present throughout neural differentiation
(Fig. 2c,g, Supplementary Fig. 1). However, no detectable
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PK-resistant PrP was observed in protein extracts treated with
the enzyme in the Y278N and control-derived neurons gener-
ated with either protocol (Fig. 2d,h), in contrast to brain ex-
tracts from Y2I8N GSS or Type 1-2 CID patients (Fig. 2h,
Supplementary Fig. 2).

We next examined the transcriptional profile of neural cul-
tures determined by RT-qPCR from early to late culture stages
(Fig. 3a) and observed significant differences between control
and Y2/8N cultures, particularly at the late stage (>120 days).
While there were no differences in early progenitor markers
such as NES and SOX2, which showed a similar time-
dependent downregulation in both genotypes, a few neuronal
transcripts were lower in the Y218N cultures early on, like
MAP2 and CALB. At the late stage (>120 days), there was a
robust increase in GFAP mRNA and a concomitant decrease
in mature neuronal markers including MAPT and VGLUTI
mRNAs in Y2/8N cultures compared to controls. Next, these
mRNA changes were checked by immunochistochemistry and
cell counts (Fig. 3b, d). Cell counts revealed that the relative
percentage of DCX and GFAP expressing cells was not sig-
nificantly ditferent between control and Y2/8N cultures (data
not shown). Thus, the transcriptional increase in GFAP ex-
pression most likely due to a greater expression in reactive
astroglial cells (Fig. 3¢). Indeed, detailed analysis of
immunorcacted cells revealed high content of GFAP forming
thick fascicles in hypertrophic reactive astroglial cells at the
late stage of Y2/8N cultures (Fig. 3c¢). Lastly, nuclear staining
analysis in differentiating cultures revealed increased chroma-
tin condensation and apoptosis in the Y2 /8N at the late stage
(Fig. 3d).

Increased tau Phosphorylation in Y27/8N-Derived
Neurons in Vitro As indicated above, clinical and histopath-
ological examination of the GSS patient carrying the ¥21/8N
PRNP mutation displayed relevant neurofibrillary degenera-
tion with p-Tau deposits in several brain regions [17].
Therefore, we explored putative changes in Tau expression
and phosphorylation in differentiating cultures (Fig. 4,
Supplementary Figs. 3 and 4). As indicated above, MAP2
and MAPT mRNA levels decreased in ¥278N-derived cultures
compared to controls suggesting delayed neuronal differenti-
ation (Fig. 3). This was corroborated analyzing the appearance
of the two Tau-splicing forms (4R and 3R) in differentiated
cultures (Fig. 4a). RT-qPCR analysis demonstrated a delayed
appearance of the 4R Tau form compared to 3R Tauin Y21 8N-
derived cultures (Fig. 4a). This was corroborated by the bio-
chemical analysis of the acetylated form of Tau at lysine 280
(K280-(ac)) Tau during the differentiation (Fig. 4b,
Supplementary Fig. 4). This acetylated form is associated with
Tau 4R [42, 43]. K280-(ac) Tau levels were constant in
control-derived cultures from 15 to 45 DIV. However,
Y218N cultures showed increased levels of K280-(ac) Tau
between 15 to 41 DIV, following changes of Tau 4R

(Fig. 4b, Supplementary Fig. 4). In parallel, biochemical de-
tection of p-Tau during differentiation demonstrated the in-
crease in p-Tau (detected by AT8 and PHF1 antibodies) in
Y218N-derived neurons compared to control without relevant
changes in PrP® protein levels (Fig. 4b,c, Supplementary
Fig. 3).

Next, we developed a CTCF analysis of p-Tau in identified
MAP2-positive neurons (Fig. 4d.e). First we counted the total
number of MAP2 and p-Tau-positive neurons in Y2 /8N- and
control-derived cultures. As suggested above with RT-qPCR,
the total number of MAP2 and p-Tau double-positive cells
was lower in Y2/8N-derived cultures (Fig. 4d,e). In addition,
the relative percentage of double-labeled p-Taw/MAP2 neu-
rons was also higher in ¥2/8N-derived neurons. Changes in
p-Tau level in differentiated neurons were also corroborated
by the CTCF analysis of p-Tau in double-labeled p-Tau/
MAP2-immunoreactive neurons (Control: 1566 + 214.4;
Y218N: 4357 £ 422.1; mean £ SEM. P < 0.0001, Mann-
Whitney U test). Indeed, the ratio of p-Tauw/MAP2 fluores-
cence was higher in ¥2/8N-derived neurons compared to
control-derived neurons (Control: .27 = 0.02; Y2/8N:
0.680 + 0.02; mean + S.EM. P < 0.0001, Mann-Whitney
U = 2628) (Fig. 4e,f). Unfortunately, electron microscopy
analyses failed to identify neurofibrillary tangle formation in
Y2 18N differentiated neurons (not shown). Similar biochemi-
cal observations were also made using the direct cortical dif-
ferentiation protocol (Supplementary Fig. 5). In conclusion,
cultures derived from ¥2/8N mutant iPS cells recapitulated
in vitro several pathological features of the GSS patient, such
as reactive astrocytosis, cell death and Tau
hyperphosphorylation.

Impaired Mitochondria Movement in Y2/8N-Derived
Neurons The effects of Tau hyperphosphorylation in sev-
eral epitopes on mitochondria movement have been dem-
onstrated in Alzheimer’s disease [44, 28]. We checked
the minimum and the mean velocity of identified mito-
chondria (Fig. 5). Results showed a decrease in both
measurements in Y2/8N cultures compared with control
(0.052 + 0.014 (control, »n = 111) vs 0.014 + 0.006
(Y218N; n = 105); mean + S.E.M., Min. velocity in
um/s; P = 0.0004; Mann-Whitney U value =4688.
0.310 £ 0.038 (control, » = I11) vs 0.1302 + 0.014
(Y218N; n = 105); Mean + S.E.M. Mean velocity in
um/s; P = 0.0484; Mann-Whitney U value =4921)
(Fig. 5b).

Infectivity Assays In order to examine susceptibility to prion
infection, ¥218N- and control-differentiated cultures were ex-
posed for 10 days to brain homogenates prepared from a spo-
radic CID and from a GSS Y2I8N brain (Fig. 6a,b). Western
blot analyses of the cultures showed the presence of PK-
resistant PrP forms but only up to 2 weeks afier removal of
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the inocula, indicating lack of prion infectivity (and propaga-  in cultures infected with 263 K, a hamster scrapie prion strain

tion) in these conditions (Fig. 6¢). A similar signal was observed ~ which does not propagate to human cells (data not shown).
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<« Fig. 2 Neural differentiation of FHB1 and FH10 (¥2I8N) iPS cells.
IPS cells from control (FHB1) and Y278N (FH10) GSS patient were
differentiated using two procedures (a and e) (see Methods for details).
(b) Low power photomicrographs of representative colonies of FHB1 and
FHI10 (¥Y218N) stained positive for SOX2, Nestin, DCX, TUJ1, PAX6,
UBE3A antigens at different stages of maturation. (¢) Western blot char-
acterization of PrP“ expression in differentiating iPS cell cultures. (d)
Example of the Western blot experiments illustrating the absence of
PK-resistant PrP€ in FH10 (Y218N) cultures. (e) Low power photomicro-
graphs of representative colonies of FHB1 and FH10 (Y2/8N) stained
positive for Nestin, Ki67, SOX2, TUJ1, PAX6 and GFAP antigens. (g)
Western blot characterization of PrP® expression in iPS cells (passage 20)
and SNMs (passage 3). (h) Western blots illustrating the absence of PK-
resistant prion in FHB1 and FH10 (¥Y218N) in brain extracts from the GSS
patient and two CJD (Type I and II) samples. Scale bars in b and
=50 pm

Despite the absence of PK-resistant PrP in the cultures after two
weeks, we observed some phenotypic changes that were more
prominent in mutant neurons. In particular, we found a promi-
nent redistribution of Tau signal with enhanced localization in
the soma and proximal neurites in ¥Y2/8N neurons exposed to
either GSS or CJD inoculates was found (Fig. 6d,e).

Discussion

In the present study we have developed, for the first time, an
iPS cell model of a familial human prionopathy. The donor
GSS patient carrying the ¥2/8N PRNP mutation showed rel-
evant gliosis, cell death, massive deposits of PrP and neurofi-
brillary degeneration in different brain regions [17].
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Fig. 3 Transcriptional profile of maturating iPS cell cultures. (a)
Quantitative RT-PCR transcriptional profile of control and mutant cell
cultures at the three maturation stages. Bars represent the
mean + S.E.M. of 24 time points for each stage from at least 2 indepen-
dent differentiations. Data arc presented as mean + standard crror of the
mean (S.E.M.). Differences between groups were considered statistically
significant % P < 0.001, *** P< (.01 and ** P <0.05. Bonferroni post

hoc test. (b) Representative immunofluorescence microphotographs of
PrP¢, DCX and GFAP expression at the three differentiation stages. (¢)
Higher power image of GFAP positive cells at mid differentiation stage.
(d). Quantification of apoptotic nuclei (% over total Hoechst). **%*
P < 0.01, Bonferroni post hoc test. Scale bars in b = 100 pm and

c¢=10 pm
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4 Fig. 4 Delayed MAPT maturation and increased p-Tau in ¥2I8V-
derived neurons. (a) Histograms illustrating RT-qPCR results
(mean + S.E.M.) of Tau 3R/Total tau; Tau 4R/Total and Tau 3R/4R ratios
in FHB1 and FH10 (¥Y218N) iPS cell cultures during differentiation at 15,
21 and 41 days in vitro. Asterisks in the right graph indicate P < 0.05,
Bonferroni post hoc test; Mean Diff. -0.756; 95% confidence inter-
val = —1.372 to - 0.1415). (b) Time course of p-Tau, PrP€ and
K280Tau-(ac) expression in FHB1 and FHI10 (¥278N) at 15, 21 and 45
DIV. Actin was used as control loading protein. (¢) Graph of the densi-
tometric values of p-Tau levels of (b). Plots show mean + S.E.M. of three
different experiments. Note the increase in p-Tau between Y2/8N and
control cells. (d) High power photomicrographs illustrating MAP2
(green), p-Tau (red) in FHB1 and FH10 (¥2/8N) neural cultures. A high
magnification of a labelled cell is showed in (f). (e-f) Quantification of
CTCF values derived from experiments in (d). Plots show mean + S.E.M.
of four different experiments. Asterisks in (e) indicate statistical differ-
ences between groups and controls. ***% P < 0.001; Mann-Whitney U
test. Scale bars in d = 50 pm and = 10 pm

Surprisingly, the presence of the Y2I8N mutation in other
family member belies atypical parkinsonism phenotype in-
stead of neurofibrillary degeneration [32]. Indeed, in parallel
with the classical signs of GSS-associated degeneration, other
clinical presentations, such as Alzheimer’s-type,
frontotemporal-like dementia, parkinsonism, and atypical
psychiatric disorders, have all been reported (e.g., [45]).
These different clinical manifestations have also been found
in family members with the same PRNP mutation, attributed
to the distinct abnormal isoforms of prion protein and poly-
morphisms at codon 129 [46, 47]. In fact, in this case the two
GSS patients differ at the codon 129 polymorphism (129MV
[32] and 129VV in [17]), which may contribute to clinical
differences between cases.

We used two different well-characterized procedures to dif-
ferentiate the iPS cells into neurons [34, 26]. The first was
directed to obtaining forebrain cortical neurons [34] and the
second one was directed to maintaining regulated develop-
mental steps during neural development [26]. With both pro-
tocols we obtained similar results being able to determine that
Y2 18N-derived cultures showed relevant GFAP reactivity, cell
death, neuronal Tau redistribution, elevated p-Tau levels and
changes in mitochondrial trafficking. Despite being unable to
reproduce the spontaneous generation of PK-resistant forms
or cnabling prion propagation after inoculation in Y2/8N-iPS
cell derived cultures, the differentiated neural cells recapitu-
lated most of the pathological features observed in the GSS
patient’s brain. In this way, these Y2/8N-derived cultures
could be used as an in vitro platform for neurodegenerative
studies in familial prionopathies with the aim of characterizing
the role of particular PRNP mutations in comorbid taupathies
and cell death.

Unfortunately, ¥2/8N cells did not generate PrP spontane-
ously and they were unable to propagate human prions (CJD
and Y278N GSS prions) in vitro. This was disappointing but
certainly not fully unexpected given that it has never been

possible to propagate infectivity in primary neurons with hu-
man prions. Furthermore there are no studies of Y2/8N PrP
propagation in vivo in contrast to other human mutations: i)
P102L GSS human prion in P/01L mice [48],11) A1/ 7V GSS-
derived human prion inoculum in AV117 PRNP mice [49] and
iii) P102L, AII7V or F1985 PRNP mutations in bank voles
[50].

Concerning the absence of endogenous prion genera-
tion in Y2/8N-derived neurons we might hypothesize, in
a simplistic manner, that current in vitro times are not
long enough for the endogenous generation of human
PrP™, considering the clinical onset and evolution of
the GSS patient. However, we believe that the current
scenario is not as simple, and that other, as yet un-
known factors with key functions in protein misfolding
and propagation may bc absent from our cultures.
In vitro prion propagation (of mostly mouse adapted
strains) has been developed in neural and non-neural
cell lines [51], primary neuronal cultures [52], cerebellar
organotypic slices [53], and, with some controversy, in
neurospheres (e.g., [54]). However, human prions have
not been propagated in neuronal cultures to date. In
fact, a single study of Ladogama et al. reported the
transmission of human prions but using necuroblastoma
cells [55]. In addition, the propagation of human strains
was more successful when prions had been previously
adapted to mice (e.g., M1000 [56]). Although endoge-
nous expression levels could be relevant, we cannot rule
out the participation of other non-neuronal cells
(microglial cells) and inflammatory processes in protein
misfolding and propagation [57] which did not fully
develop in our iPS cell cultures, in contrast to other
3D organotypic approaches that could be assayed in
future experiments [5&].

In our study, the differentiation of ¥278N-derived iPS cells
was protracted. It is well known that appropriate temporal and
transeriptional levels of PRNP are required for the correct
differentiation of human embryonic stem cells [59] as well
as other neural stem cells in vivo [60] and in vitro [61]. In
fact, carly attempts to ablate PRNP in mice using constitutive
promoters and large PRANP mutations were not viable because
PRNP expression starts around E7.5 in neural tissue [62].
Indeed, PrP® is involved in several neural and non-neural
developmental functions and its absence either delays or in-
terferes with cell proliferation and maturation [63—65].
Although a clear explanation of the physiological impact of
the Y27/8N mutation in these processes remains elusive, the
mutation might induces aberrant folding of the protein [66],
which may impair neuronal differentiation. In fact, in our ex-
periments, mutant neurons showed decreased mRNA levels of
CALB, VGLUTI and MAP2 compared with control cells. In
addition, Y2/8N-derived neurons showed very low numbers
of Ca®* transients analyzed by Fluo4-AM (data not shown).
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Fig. 5 FH10 (Y218N) cultures showed impaired mitochondria
displacement. (a) Time-lapsc fluorcscence photomicrographs illustrating
mitochondria movement in FHB1- (upper panels) and FH10 (Y218N)-
(lower panels) derived neurons. The movement of two mitochondria (ar-
row and open arrow in (a) can be seen in the time lapse panels. (b) Plots

The deposition of hyperphosphorylated forms of Tau (p-Tau)
has been described in familial and sporadic forms of prion
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illustrating the Minimum and Mean velocity values of tracked mitochon-
dria in both types of culturcs (scc Mcthods for details). Notice the strong
decreases in velocity in FH10 (Y278N)-derived cultures. Plots show
mean = S.E.M. of three different differentiation experiments.
#HEP < 0.01, #* P < 0.05. Mann Whitney U test. Scale bar: a=2.5 um

diseases and in the brains of patients with variant CJD.
Elevated levels of Tau (p-Tau and total Tau) have also been
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Fig. 6 Infectivity assay with brain inoculates. (a) Schematic
representation of the inoculation protocol: infective brain homogenates
were added at day 0 and day 3 and removed at day 10; cells were
subsequently passaged several times to remove the inocula. (b) Inocula
from the sources (10% of brain homogenates, see Methods for details)
were processed to show PK-resistant PrP signal. GSS: human brain diag-
nosed of Y2/8N. CJD: human brain diagnosed of a sporadic CJD MM1.
CJD samples were digested with 10-50 pg/ml of proteinase K (PK) and
subjected to a standard biochemical analysis. GSS sample was treated as

reported in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with spo-
radic CJD [67]. In addition, rodents infected with BSE [68],
263 K [69] and human CJD [70] derived inocula also showed
elevated levels of p-Tau. Indeed, neurons in encephalopathy-

an atypical prion sample (see Methods). The samples were analyzed using
the monoclonal antibody 3F4. MW: Molecular marker. (¢) Representative
examples of Western blot detection of PK-resistant PrP forms following
inoculation with CJD and GSS brain samples. Note that PK-resistant PrP
was only detected (when present) for the first 2 weeks after the infection.
(d) Morphological analyses 2 months later revealed little effect of these
inoculates in control neurons while mutant ¥2/8N cultures (e) showed
fewer neurons with marked cytoplasmic redistribution of Tau signal (b, f,
Jj) and enhanced immunoreactivity for GFAP. Scale bars: 25 um

affected brain regions displaying PrP aggregates showed rele-
vant Tau redistribution with increased perinuclear location. This
perinuclear Tau reorganization was observed in CJ/D- and GSS-
treated Y2/8N-derived neurons in this study. In this matter, it is
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well known that aggregated prion peptides [71], as well as in-
fectious prions [70], may modulate microtubule dynamics and
stability, which may also in turn implicate Tau distribution. The
increased presence and neuronal redistribution of Tau likely has
a direct effect on the neuropathological process triggered by
prion presence, because PrP® binding to Tau is probably
disrupted by the mutations (at least for PI02L PRNP [18]). In
fact, if we consider that ¥2/8N might alter natural PrP® fune-
tions associated with Tau, the cellular responses mediated by
sCID and GSS prions might be exacerbated in the presence of
the Y2/8N PRNP mutation.

In conclusion, we report here the use of iPS cell-derived
neurons to investigate the putative roles of the Y2I8N PRNP
mutation in neural differentiation, Tau phosphorylation and
cell death. This approach provides a powerful in vitro system
for functional analysis of pathways regulating PRNP function
in human cortical neurons, cellular mechanisms regulating tau
phosphorylation in these models and for the identification and
testing of candidate disease-modifying compounds.
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Supplementary Figure 1: Full size uncropped blots corresponding to Fig. 2g. IPS (asterisk
in @) and SNM (asterisk in b).
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Supplementary Figure 2: High ECL exposure (15 min) showing the determination of PK-
resistant PrP¢ levels illustrated in Fig. 2h. Uncropped film.
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Supplementary Figure 3: Full size uncropped blots corresponding to Fig. Fig.4b4b (upper

panels). Red arrows point to the proteins of interest. Data from 15, 21 and 45 DIV are shown

in Fig. 4b.
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Supplementary Figure 4: Full size uncropped blots corresponding to Fig.4b (lower
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Supplementary Figure 5: Determination of p-Tau (AT8 antibody) levels in FHB1 and FH10
(Y218N)-derived cultures at several DIV of differentiation (procedure 1, see Methods). p-
Tau probed membranes were immunoblotted using antibodies against GADPH for

standardization.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1

Test Gene Primer
gPCR Total OCT4 Forward 5-GGAGGAAGCTGACAACAATGAAA-3’
gPCR Total OCT4 Reverse 5-GGCCTGCACGAGGGTTT-3’
gPCR Total SOX2 Forward 5-TGCGAGCGCTGCACAT-3’
gPCR Total SOX2 Reverse 5-TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC-3’
qPCR Total KLF4 Forward 5-CGAACCCACACAGGTGAGAA-3
qPCR Total KLF4 Reverse 5-GAGCGGGCGAATTTCCAT-3’
qPCR Total c-MYC Forward 5-AGGGTCAAGTTGGACAGTGTCA-3’
qPCR Total c-MYC Reverse 5-TGGTGCATTTTCGGTTGTTG-3’
qPCR Trans OCT4 Forward 5-TGGACTACAAGGACGACGATGA-3’
gqPCR Trans OCT4 Reverse 5-CAGGTGTCCCGCCATGA-3’
gPCR Trans SOX2 Forward 5-GCTCGAGGTTAACGAATTCATGT-3’
gPCR Trans SOX2 Reverse 5-GCCCGGCGGCTTCA-3’
qPCR Trans KLF4 Forward 5-TGGACTACAAGGACGACGATGA-3’
qPCR Trans KLF4 Reverse 5-CGTCGCTGACAGCCATGA-3
qPCR Trans c-MYC Forward 5-TGGACTACAAGGACGACGATGA-3’
gPCR Trans c-MYC Reverse 5-GTTCCTGTTGGTGAAGCTAACGT-3
gPCR NANOG Forward 5-ACAACTGGCCGAAGAATAGCA-3’
gPCR NANOG Reverse 5-GGTTCCCAGTCGGGTTCAC-3
gPCR CRIPTO Forward 5-CGGAACTGTGAGCACGATGT-3’
gPCR CRIPTO Reverse 5-GGGCAGCCAGGTGTCATG-3’
gPCR REX1 Forward 5-CCTGCAGGCGGAAATAGAAC-3’
qPCR REX1 Reverse 5'-GCACACATAGCCATCACATAAGG-3’
gPCR GAPDH Forward 5-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’
qPCR GAPDH Reverse 5-AGGGATCTCGCTCCTGGAA-3
Bisulfite seq OCT4 Forward 5-GGATGTTATTAAGATGAAGATAGTTGG-3
Bisulfite seq OCT4 Reverse 5-CCTAAACTCCCCTTCAAAATCTATT-3’
Bisulfite seq NANOG Forward 5-AGAGATAGGAGGGTAAGTTTTTTTT-3
Bisulfite seq NANOG Reverse 5-ACTCCCACACAAACTAACTTTTATTC-3
Integration KLF4 Forward 5-AATTACCCATCCTTCCTGCC-3
Integration KLF4 Reverse 5-TTAAAAATGCCTCTTCATGTGTA-3’
Integration OCT4 Forward 5-TAAGCTTCCAAGGCCCTCC-3
Integration OCT4 Reverse 5-CTCCTCCGGGTTTTGCTCC-3’
Integration SOX2 Forward 5-AGTACAACTCCATGACCAGC-3’
Integration SOX2 Reverse 5-TCACATGTGTGAGAGGGGC-3’
Integration c-MYC Forward 5-TCCACTCGGAAGGACTATCC-3’'
Integration c-MYC Reverse 5-TTACGCACAAGAGTTCCGTAG-3’
Sequentiation Mut218N Forward 5- GCCAAAAACCAACATGAAGC -3’
Sequentiation Mut218N Reverse 5- CATGCTCGATCCTCTCTGG -3’

Supplementary Table 1: Primers used in

sequencing.
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SUPPLEMENTARY TABLE 2

Antibody Cat. No. Origin Supplier Dilution
a-Fetoprotein A0008 Rabbit Dako 1:400

Actin 1A4 Mouse Sigma 1:5000

AT8 MN1020 Mouse Invitrogen 1:1000
DCX Goat Goat Santa Cruz 1:100
FoxA2 AF2400 Goat R&D Biosystems 1:100
GADPH AB9485 Rabbit Abcam 1:300
GATA4 sc-9053 Rabbit Santa cruz 1:50
GFAP 70034 Rabbit Dako 1:500
K280Tau-(ac) AS-56077 Rabbit Anaspec 1:500
Ki67 AB9260 Rabbit Millipore 1:300
MAP2 M1406 Rabbit Sigma 1:100
Nanog AF1997 Goat Everest Biotech 1:100
Nestin AB5922 Rabbit Chemicon 1:250
NeuN MAB377 Mouse Chemicon 1:250
Oct4 sc-5279 Mouse Santa Cruz 1:100
Pax6 PRB-278P Rabbit Covance 1:100
PFH1 gift Mouse Prof. D. Harris 1:150
PrP (3F4) MAB1562 Mouse Prionics 1:500
Sox2 PA1-16968 Rabbit Chemicon 1:500

SSEA3 MC-631 Rat Hybridoma Bank lowa 1:2
SSEA4 MC-813-70 Mouse Hybridoma Bank lowa 1:2

SMA A5228 Mouse Sigma 1:400
Taub MAB361 Mouse Millipore 1:100
TRA-1-81 MAB4381 Mouse Millipore 1:200
TUJ1 MMS-435P Mouse Covance 1:500

Supplementary Table 2: Antibodies used in the present study.
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SUPPLEMENTARY TABLE 3

Test Gene Primer

qPCR CALB1 Forward 5- GACGGAAGTGGTTACCTGGA-3
qPCR CALB1 Reverse 5- TGCCCATACTGATCCACAAA -3’
qPCR NES Forward 5- ACAGCCATAGAGGGCAAAGTGGTA -3’
qPCR NES Reverse 5- AAGGAACCTGGGAGTCCTGGATTT -3’
qPCR SOX2 Forward 5- GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG -3’
qPCR SOX2 Reverse 5- TTGCGTGAGTGTGGATGGGGATTGGTG -3’
gPCR DCX Forward 5- CATCCCCAACACCTCAGAAG -3’
gPCR DCX Reverse 5- GGAGGTTCCGTTTGCTGA -3’
gPCR MAP2 Forward 5- CCGTGTGGACCATGGGGCTG -3’
gPCR MAP2 Reverse 5- GTCGTCGGGGTGATGCCACG -3’
qPCR MAPT Forward 5'- GATTGGGTCCCTGGACAATA -3
gPCR MAPT Reverse 5'- GTGGTCTGTCTTGGCTTTGG -3’
gPCR GFAP Forward 5- TCTCTCGGAGTATCTGGGAACTG -3
qPCR GFAP Reverse 5-TTCCCTTTCCTGTCTGAGTCTCA -3
qPCR VGLUT1 Forward 5'- GAAGGTGAAGGTCGGAGT -3’
qPCR VGLUTL1 Reverse 5'- GAAGATGGTGATGGGATTTC -3
gPCR GAPDH Forward 5- CACGTGGTGGTGCAGAAA 3
gPCR GAPDH Reverse 5- CGTGTATGAGGCCGACAGT -3
gPCR 3R MAPT Forward 5- GTCAGGTCGAAGATTGGCTCTACT -3’
qPCR 3R MAPT Reverse 5- GCTTGTAGACTATTTGCACCTTGC -3’
gPCR 4R MAPT Forward 5- TGTCAGGTCGAAGATTGGCTC -3
qPCR 4R MAPT Reverse 5- CTTATTAATTATCTGCACCTTGCCAC -3’

Supplementary Table 3: Primers used in the iPS cell differentiation (Fig. 3 and 4) and their

sequencing.
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Paper de PrPC en P’excitotoxicitat induida per acid kainic
en diferents soques de ratolins

Patricia Carulla, Franc Llorens, Andreu Matamoros-Angles, Patricia Aguilar-Calvo, Juan Carlos
Espinosa, Rosalina Gavin, Isidre Ferrer, Giuseppe Legname, Juan Maria Torres i José A. del Rio*.

Resum

La proteina prionica cel-lular (PrP€) s'ha associat amb una gran multiples funcions cel-lulars
des del cicle cel-lular fins a la neuroproteccié. Els ratolins genoanul-lats per aquesta
proteina (Prnp®°®) mostren una major susceptibilitat a les convulsions epiléptiques, denotant
la funcié neuroprotectora de la PrP€. Tanmateix, la manca de reproductibilitat experimental
ha donat lloc a la possibilitat que altres factors, a més de I'abséncia de la PrP¢, com el fons
genétic dels ratolins o la preséncia dels anomenats "Flanking genes”, podrien contribuir a
la susceptibilitat observada. En aquest treball es realitza una analisi comparativa de la
susceptibilitat epiléptica en diferents ratolins Prnp®® de fons genétics B6129, B6.129,
129/0Ola i FVB/N. El nostre estudi indica que la PrPC€ juga un paper en la neuroproteccié en
cel-lules i ratolins tractats amb acid kainic. Per realitzar aquesta funcié, la PrP¢ ha de
contenir la regié aa32-93 i ha d’ancorar-se a la membrana. Tot i aix0, alguns Flanking genes
no identificats tindrien un paper paral-lel a la PrP¢ en les resposta al KA en els models
B6129 i B6.129 Prnp®®.
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The cellular prion protein (PrP€) has been associated with a plethora of cellular functions ranging
from cell cycle to neuroprotection. Mice lacking PrP¢ show an increased susceptibility to epileptic
seizures; the protein, then, is neuroprotective. However, lack of experimental reproducibility has
led to considering the possibility that other factors besides PrP¢ deletion, such as the genetic
background of mice or the presence of so-called “Prnp flanking genes”, might contribute to the
reported susceptibility. Here, we performed a comparative analysis of seizure-susceptibility using
characterized Prnp™* and Prnp®° mice of B6129, B6.129, 129/0la or FVB/N genetic backgrounds.
Our study indicates that PrPC plays a role in neuroprotection in KA-treated cells and mice. For
this function, PrP¢ should contain the aa32-93 region and needs to be linked to the membrane. In
addition, some unidentified “Prnp-flanking genes” play a role parallel to PrP€ in the KA-mediated
responses in B6129 and B6.12g9 Prap®® mice.

Although the role of the cellular form of the prion protein (PrP%) in living organisms has been inten-
sively studied, a clear consensus concerning the physiological functions of this protein is still elusive and
controversial. To date, existing evidence implicates PrP® in numerous distinct cellular processes, includ-
ing cell proliferation and differentiation’?, copper homeostasis™!, oxidative stress® and cell signaling®’,
among others.

The generation of different transgenic Priup®® mice (mixed B6129 Prup?hVZrehl or co-isogenic 129/
Ola Prup®®sEds hackgrounds) in the early 1990s did not reveal any relevant phenotypic alteration of the
mutant mice®®. However, subsequent studies identified an abundance of phenotypic alterations (e.g.,'%),
including depressive-like behaviour'!, cognitive deficits'?, age-dependent behavioural abnormalities',
altered olfaction, peripheral myelin deficits'®, altered circadian rhythms'® and an increased suscepti-
bility to oxidative stress® and glutamate excitotoxicity!” '*. Indeed, different laboratories have described
in these strains and in congenic B6.129 Prup?rtli2rehl (B6129 mice backcerossed with C57BL/6 for several
generations) an enhanced sensitivity to seizures after the administration of epileptogenic drugs such as
kainic acid (KA), N-methyl-d-aspartic acid (NMDA), pilocarpine and pentylenetetrazol (PTZ), suggest-
ing a neuroprotective role of the protein against excitotoxic insults (e.g..,'” *'). However, some studies sug-
gest that PrP® is not involved in KA-mediated excitotoxicity and that the observed differences are likely
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Barcelona, Barcelona, Spain. *Department of Cell Biology, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain. *Centro
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to be associated with the genetic background of the mice used in the experiments®2. In fact, it was
described some years ago how different mouse strains exhibit different vulnerability to the administra-
tion of glutamate and other seizure-inducing drugs, which correlates with differences in axonal sprouting
and cell death in the hippocampal region (e.g.,**). For example, the hippocampus of the C57BL/6 back-
ground mouse, in contrast to FVB/N, is more resistant to the excitotoxic effects of KA>>*"~°, 'Thus, these
genetic differences dilute the specific participation of PrP“ in KA-mediated cell death. However, these
genomic influences do not per se explain the neuroprotective properties of PrP¢ observed in KA-treated
neuroblastoma cell lines carrying different dosages of the Prip gene (see below).

In addition to these genetic differences, a number of Prap-flanking genes associated with the 129
genotype in B6129 Prup“h/Zrehl mived mice®® have recently been described. These genes are retained in
Prap® progeny of congenic B6.129 Prap” ! after numerous (>10) crosses™ with C57BL/6 mice.
SNP analysis of the backcrossed mice indicated that after 5 to 6 rounds the amount of C57BL/6-associated
SNP increased from ~60 up to ~93%. Thus, B6.129 Prnpzrd’”z”h' wild type and mutant mice may still
differ at these additional polymorphic loci associated with Prap™33. One of these loci, the signal regula-
tory protein alpha (SIRPa) has recently been described as responsible for a previously PrP“-associated
phagocytic function in macrophages®. More relevantly, overexpressing mice (Tg20) generated in mixed
B6129 Praps<iael congenic mouse carried several copies of the polymorphic loci, since in most cases
they are also crossed with previously backcrossed B6.129 Prap” 2l mice®® In this scenario, it is rea-
sonable to consider that the data obtained using Prup®® or Tg20 (backcrossed or not with C57BL/6) in
electrophysiological studies may yield conflicting results**34-3¢. Indeed, lack of PrP® has been associated
with long-term potentiation (LTP), GABA-mediated fast after hyperpolarization (AHP) and paired pulse
facilitation (PPF) abnormalities in mutant mice (e.g,” *"). However, regulatory participation of PrP®
in neurotransmission and neuroprotection and in other cellular functions has also been shown with
acute modulation of Prap expression in neural cell lines and in other organisms (e.g., zebrafish) as
models, to avoid the above-mentioned genetic problems of mice. For example, neurcblastoma (N2a)
cells with reduced Prap expression are more susceptible to KA in contrast to non-modified cells'®.
Functions of PrP¢ in neurotransmission are also reinforced since i) PrP“ seems to be located in the
synaptic cleft?®:-%3; ii) several synaptic proteins (e.g., synaptophysin, synapsin Ib)*5, glutamate receptor
subunits (e.g., GluR6/7, NR2D, GluR1/2, mGluR1/5)*¥4647 and ion channels® have been identified as
interacting partners of PrP%; iii) PrP¢ regulates GluR6/7-mediated signalling through the modulation
of the formation of the GluR6/7-PSD-95-MLK3 trimeric complex, which triggers the activation of the
JNK3 apoptotic pathway in the hippocampus in response to KA administration®’; and iv) it modulates
the NMDA receptor*.

Due to these conflicting results, we aimed to clarify the participation of PrP¢ in KA-mediated exci-
totoxicity in vivo, using B6129 Prup?tizrchl B6 129 Prapilifrtl 129/0la Prap™e'tde and FVB Prip™®
and Prap''! mice, and in vitro using N2a cells. In addition, we wished to explore whether the expression
of truncated forms of PrP“ (AF35 or AC4) lacking 32-134 and 32-93 residues of PrP“ might increase
the neurotoxic effects.

Our results indicate that FVB/N Prup™® mice are not suitable for the in vivo model of KA-mediated
excitotoxicity due to the intrinsic sensitivity to KA of FVB/N mice that hides clear differences**. More
relevantly, both B6129 Prap”h7rhl and co-isogenic 129/0la Prap™b" 4% mice display more severe epi-
leptic episodes and neurotoxic brain damage than their corresponding wild-type controls. Backcrossed
B6.129 Prap“rlférl mice (with ~93% of C57BL/6 SNPs) displayed lower numbers of seizures com-
pared to B6129, indicating additional participation of Prap-linked genes in KA-mediated effects in B6129
PraprrebliZrehl mice, However, our data using co-isogenic 129/0la Prup™#/Edbs (100% 129 genotype) and
cell lines reinforce the notion that PrP® is neuroprotective in KA treatment. In addition, the expression
of AF35 and AC4 in a B6129 Prap™liZehl hackground increased hippocampal cell death, especially in
the CA3 region after KA injections. These in vivo data were also corroborated using N2a cells transiently
expressing N-terminal truncated forms of PrP¢. Lastly, our in viiro experiments also suggest that to be
neuroprotective, PrP® should be bound to the plasma membrane by means of the GPI moiety.

Results
KA-induced seizures in several strains of wild-type and PrP¢-null mice. A gene-targeting strat-
egy to generate null mutations in mice is a powerful research tool to reveal in vivo the function of a
single protein, as derived phenotypic alterations are usually attributed to the deleted gene. Nevertheless,
behavioural alterations observed in null-mutant mice could result in some cases from the genetic back-
ground (see introduction, see also?**3"). In order to determine a possible influence of non-Prnp genes
in the susceptibility to KA-induced seizures, we compared the epileptic response in B6129 (n=20), 129/
Ola Prap™®8™ds (n=9) and FVB/N Prap®® (n="7) and wild type mice (B6129, n= 16; 129/Ola Pruptdbetds
(n=11); FVB/N (n=8) (Fig. 1a and Supplementary Tables 1-6). A multiple administration protocol,
consisting of three intraperitoneal injections of KA (10mg/kg body weight) at 30min intervals, was
used in this experiment. Seizure intensity was analysed during the 4 hours after the first KA injection
and scored as indicated in Methods. For an easier comparative analysis, data from grades T to IV were
grouped together.

After the behavioural study, mice were numbered and kept in separate boxes until histological studies.
Percentages of the different strains of mice reaching each stage were represented (Fig. la). As indicated
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Figure 1. Comparison of KA-induced seizure profile in Prup*/*and Prap®® mice on B6129, B6.129, 129/
Ola or FVB/N genetic backgrounds. (a) Percentage of mice reaching seizure stages I to VI and KA-induced
mortality. Adult animals were subjected to a multiple KA-injection protocol (10 mg/kg b.w.) and epileptic
responses were analysed during 4 hours after the first KA injection (see Methods for details).(b) Example

of the western blot detection of PrP® (6H4) expression in brain extracts obtained from BG129 Prup?rhl/Zreh!
Prapt't, B6129 Prap?hiZiehl prap%® 129/0la Pruptdte/tbs prap 't 129/0la PrapPiteSdbs Pruyp¥®, FYB/N
Prap*'= and FVB/N Prup"® mice. Tubulin was used as a loading control. (c) Photomicrographs showing

the pattern of neurodegeneration (Fluoro-Jade B staining) and DAPI staining of hippocampus in B6129
Pr”p‘/r:hh/rchl Prnp+/—’ B6129 Prnp'/,vchh‘/.rchl Pmp”f“, 129/013 Pynp}-.dhgfhdhg Prnp+ﬂ+, 129/01& Prnpl-.dhg!hdhg Prnp"’",
24hours after KA treatment. Dying cells are mainly located in the pyramidal cell layer of CA1 and CA3
regions of B6129 Prap”VZr<hl Prpp®0 and 129/0la PrapPteibs pruyp®® mice respectively. (d) Time course of
stage VI seizure during the first 30 min, from 30-60min and from 60-180 minutes, of adult B6129 Prup”"/
Zichl prp%0 v B6.129 Prap™Zebl prupb Data are presented as the mean + S.E.M. of the number of
seizures/number of animals. Note the lower levels of seizures in parallel with decreased 129 associated genes
in B6.129 PrupZrhlZehl prypd mice. Abbreviations: sr, stratum radiatum; s\, stratum lucidums; slm, stratum
lacunosum-moleculare; sp, stratum pyramidale; so, stratum oriens. Scale bar represents 200pum. Asterisks
indicate statistical significance (***P < 0.01, Mann-Whitney U test).
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(Fig. 1a and Supplementary Tables 1-6), all mice achieved stages I-1V, developing hypoactivity and
immobility shortly after the first injection. When comparing wild type vs Prap-null mice, significant differ-
ences were observed in the percentage of mice reaching stages V and VI, with the B6129 Prap?rhlZrehl ang
129/0la Prap=®sEds much more susceptible to seizures than their respective Prup /' controls (Fig. la
and Supplementary Movies 1 and 2). In both groups, a high percentage of Prap-null mice (100% and 75%
respectively) developed loss of balance control and intermittent whole-body convulsions, More severe
seizure activity, consisting of continuous seizures and/or ‘popcorn’ bouncing behaviour (stage VI) was
also reported, leading to the death of 20% of the B6129 Prap”hV?rehl mice tested. In contrast, no B6129
Prap*™* or 129/0la Prup*/* mice reached stage VI or died during experiments.

Distinct results were obtained when analysing FVB/N mice, since no significant differences were
observed between FVB/N Prup~= and FVB/N Prap®® animals, and only a 9% difference was observed
between them (Fig. la and Supplementary Movie 3). FVB/N Prap*™'* showed a high epileptic response
at 10mg/kg b.w of KA (=50%), which was not observed in B6129 Prup '~ (~30%) and 129/Ola Prnp"’
(0%); it occurred in all described behavioural stages, but without any reported deaths. Although other
unknown factors might be involved, such phenotypical differences between Prap™~ mouse strains could
be related to small differences in PrP“ expression levels, since our western blot analysis revealed lower
PrP¢ expression in FVB/N Prup*/™ (0.623 £ 0.04) compared to 129/0la Prapt'+ (0.92 & 0.038) mice
( £=4.21, mean diff. = 0.30; 95% Cl of diff. = 0.66 to 0.54) but not between B6129 Prup™* (0.84 £ 0.063)
and FVB/N Prup'/" mice (= 3,104, mean diff. = 0.22; 95% Cl of diff. = 0.—0.013 to 0.459), or between
B6129 Prap~'~ and 129/0la Prup™* ( t=1.112, mean diff. = —0.08; 95% Cl of diff. = —0.3166 to 0.1566)
(Fig. 1b and Supplementary Fig. 1). It has been previously reported that excitotoxic damage derived from
KA administration primarily affects pyramidal cells from CA1l and CA3 regions of the hippocampus. To
corroborate that the increased cell death is associated with PrP¢ deletion, we focused on B6129 Prrp®®
and 129/0la Prrp®® mice. We abtained coronal brain sections (dorsal hippocampus) from these mice 24
hours after KA treatment and performed Fluoro-Jade B staining to determine the associated neurode-
generation in the hippocampus. Wild type mice were processed in parallel (Fig. 1c). B6129- Prrp™® mice
displayed much more pronounced pyramidal cell damage, with higher numbers in CAl than in CA3,
than wild-type controls, in which no Fluoro-Jade B positive cells were observed. PrP“-dependent differ-
ences were also detected between 129/0la- Prup™ and 129/0la-Prup*'* although cell death appeared to
be restricted mostly to the CA3 region (Fig. 1c).

Taken together, these results support the notion that the genetic background of the different Prrp®°
mice plays a role in KA susceptibility’>*?, with the FVB/N background more prone to seizures than 129/
Ola or the mixed genetic background B6129***, The susceptibility of the FVB background**" probably
masks participation of PrP¢ at this specific KA-dosage.

More relevantly, the present results demonstrate a role of PrP“ in neuroprotection, since the phe-
notypic differences observed between Prap®® and Prnp™= mice in B6129 Prap? /7l (Supplementary
Movie 1) are also reproduced in co-isogenic 129/Ola Prrptd®¥#4% mice (Supplementary Movie 2).

ZrchlfZrehl ZrchlfZrehl

Decreased seizures in B6.129 Prnp compared to B612g Prnp mice. In a sec-
ond set of experiments we used B6.129 Prap?WZrhl mice generated after crossing the original B6129
Prap7M7rehl mice with C57BL/6 mice over several generations. In these experiments, B6129 Prgp”r</7ech!
mice were purchased directly from EMMA (Monterotondo, Italy) and they carried approximately ~64%
of C57BL/6 microsatellite markers (Charles River Laboratories) with ~46% of non-C57BL/6 markers
(129 in origin). We backcrossed these Prnp" mice with C57BL/6 mice over several generations (8-10)
to reduce the non-C57BL/6 microsatellite markers to 226.5-7%. The presence of C57BL/6 or 129 mark-
ers in all phenotypes used in the present study was determined by the genetic testing service at Charles
River Laboratories. In the test, 110 microsatellite markers at approximately 15cM intervals were ana-
lyzed, spreading across the 19 autosomes and the X chromosome, which distinguishes among 129 micro-
satellite markers ranging from 92 to 94% of C57BL/6 (in B6.129 PrupZil2etl mice). Thus B6129 and
B6.129 Priup”t7ehl mice were treated with 8 mg/kg b.w. (B6129 n=8§ and B6.129 Prap? 7!l n = g)
or 10mg/kg b.w (B6129 n=38 and B6.129 Prup“hVadl n—9) of KA and the number of seizures was
determined during the first 30 minutes, from 30 to 60 minutes and from 60 to 180 minutes postinjection.
In this experiment each mouse received a KA injection every 30 minutes as above. Data revealed a rele-
vant number of seizures in B6129 Prap“<ilrehl pryp mice compared with B6.129 Prigp?rhiiZrehl ppyyp0io
(KA 8 mg/kg P=0.0021; KA 10mg/kg P=0.0086; Mann-Whitney U test confidence interval (CI) = 95%
(Fig. 1d and Supplementary Movie 1). In addition, the differences between the numbers of seizures can
be observed in both KA concentrations (8 and 10mg/kg b.w). These data indicate that although PrP©
plays a role in the increased susceptibility to KA as demonstrated above, the 129 associated genes also
play a role in the observed results.

Increased susceptibility in B6.129-Prnp®°® and 129/Ola- Prnp®° correlates with enhanced cell
death, inflammatory markers and astrogliosis. Parallel histological sections to those processed
in Fig. 1 KA-induced astrocytic activation and inflammatory response in B6129-Prap®® (n=5), 129/0Ola-
Prap"® (n=15) mice at their respective controls (n=>5 each genotype) (Fig. 2a). Inmunchistochemical
analysis of GFAP-positive cells in the hippocampus of PrP¢-null mice (either B6129 or 129/0la)
revealed large numbers of positive cells in the hippocampal CA1-3 when compared to Prap''" controls
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Figure 2. Increased astrogliosis, TNFa and IL13 expression in the hippocampus of B6129 Prap
Prp®® and 129/0la PruptdbeEdbe Pryyp0_ (a) Examples of GFAP-positive immunoreactive cells in the
stratum radiatum of the hippocampal CA1-3, 24 hours after KA administration in hippocampal coronal
sections of B6129 Prup? izl pryptit B6129 Prap?rebliZrehl pryp0, 129/0la Praptetds pruptis, 129/0la
Prup"dbs/tids prpp®® Both Prap-null mice show greater mumbers of reactive astroglia than their wild-type
controls. (b) RT-qPCR of TNFw and IL13 mRNA levels from hippocampal RNA extracts obtained from
B6129 pranrchUZrchl Pl’ﬂp 1 , B6129 prnPthL’er.hl pmpmm’ 129/Qla prandth‘Edbg prnp (e N 129/0la PrandbyEdbg
Prip”® mice 6hours after the last KA treatment (at 60 minutes). Plotted data (mean =+ S.E.M.) were obtained
from three independent experiments and represented as mean fold change induction. Abbreviations are as in
Fig. 1. Scale bars represent 100 um. Asterisks indicate statistical significance (***P < 0.01 Mann-Whitney U
test).

(B6129-Prnp™ 75.7+1.24 vs B6129-Prup'’ 43.441.06; P=0.005 Mann-Whitney U test. 129/Ola-
Prinp® 53.7 £1.44 vs 129/Ola-Prap™™ 42,94 0.92; P=0.0047 Mann-Whitney U test. Inmunoreactive
cells showed hypertrophic cell bodies and thicker glial processes (Fig. 2a). Moreover, quantitative real-time
PCR data obtained from hippocampal samples 6 hours after KA-administration showed upregulation
of the main pro-inflammatory markers TNFe (4.7-fold increase in B6129-Prnp”® (n=3) P=0.0046,
Mann-Whitney U test and 3.8-fold increase in 129/Ola-Prap™® (n=3) (P=0.0008, Mann-Whitney U
test) vs respective wild type (B6129 n=3 and 129/0la n=3) and IL13 (3.7-fold increase in B6.129-
Prap"" and 3.0-fold increase in 129/Ola- Prrp”® vs respective wild type (B6.129- Prup™® P=0.0046 and
129/0la Prup®® P=0.0004, and Mann-Whitney U test)) (Fig. 2b).

Chemical elimination of the GPI domain and of PrP® reduces neuroprotection to KA in
Prnp-transfected Nza cells. The GPI anchor in PrP% as in other GPI-proteins, is not only nec-
essary for the stability and attachment of the protein to the cell surface, but also for its association to
specialized membrane microdomains (e.g.. lipid rafts), its intracellular traffic and signal transduction
events. In addition, the GPI group has been suggested as playing a role in prion disease toxicity, as
transgenic mice expressing secreted forms of PrP® lacking its GPI-moiety showed no clinical symptoms
despite accumulating PrP* in plaques®. Because in our microsatellite analysis the C57BL/10-PrpP@Pliess
mice (Tg44™" kindly provided by Dr. B. Chesebro) contained non-B10 regions in chromosome 3 and
in chromosome 2 flanking the Prup locus, we decided to check whether the degradation of the GPI
binding domain of the PrP® leading to a decreased PrP“ in the plasma membrane could overcome
the neuroprotective function of PrP® (Fig. 3a-c). In addition, this approach would determine whether
the neuroprotective effect against KA treatment of PrP* takes place at the membrane or intracellularly.
Thus, N2a cells were treated either with Phospholipase C (PLC) enzyme or Glimepiride, a sulphony-
Turea approved for the treatment of diabetes mellitus, inducing the release of PrP® from the surface of
prion-infected neuronal cells, which releases PrP“ from the surface of neuronal cells*? (see methods for
details). Decreased levels of PrP® after treatments were detected with western blot (pcDNA = 0.39 4 0.021;
pcDNA-PrPC=0.91+0.025; pcDNA-PrPC+PLC=045+0013; pcDNA-PrPC+ Gli=0.496+0.014)
(Fig. 3a and Supplementary Fig, 2) or with immunocytochemistry in non-permeabilized cells (Fig. 3b)
(pcDNA CTCF = 1.63 + 0.09; pcDNA-PrP¢ CTCF = 6.44 + 0.12. pcDNA-PrP¢+ Gli CTCF = 2.82 + 0.20;
pcDNA-PrP¢+ PLC CTCF=2.06340.15. pcDNA vs pcDNA-PrP“ =740, mean diff =—4.8, 95%
CI of diff =—6.88 to —2.72. pcDNA-PrP® vs pcDNA-PrPC+ Gli t=5.31, mean diff. =3.6, 95%
CI of diff. =1.43 to 5.78. pcDNA-PrP“ vs pcDNA-PrP“+ PLC t=6.02, mean diff.=4.37, 95% CI of
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Figure 3. Chemical release of PrPC from the cell surface impairs the neuroprotective function in KA-
treated N2a cells. (a) Example of western blot determination of PrP“ levels in protein extracts of pcDNA,
PcDNA-PrPC, pcDNA-PrPC+ PLC and pcDNA-PrP¢ + Gli treated N2a cells. (b) Microphotographs
illustrating PrP¢ levels in cells transfected with pcDNA or pcDNA-PrP¢, and treated with PLC (pcDNA-
PrPC+ PLC) or Gli (pcDNA-PrP¢+ Gli). PrPC (green) was detected in non-permeabilized cells with 6H4
antibody. Note the decrease in PrP¢ after PLC and Gli treatments in (a) and (b). (¢) Histogram showing
the decrease in surviving cells after KA-treatment (5mM overnight) determined with the WST-1 viability
test after PLC or Gli treatment of pcDNA-PrP¢ transfected cells. Data (mean == $.E.M.) were obtained from
three independent experiments and represented as mean fold change. Scale bars represent 100 um. Asterisks
indicate statistical significance (**P < 0.05, Bonferroni post hoc test).

diff. = 2.04 to 6.70. WST-derived results indicate that both treatments increased the sensitivity to KA
(pcDNA vs pcDNA-PrP“ ¢ =4.38, mean diff. = —0.27, 95% CI of diff. = —0.44 to —0.10. pcDNA-PrP*
vs pcDNA-PrP¢+ PLC ¢=2.789, mean diff. = —0.175, 95% CI of diff. = —0.34 to —0.005, pcDNA-PrP"
vs pcDNA-PrPC + Gli t= 4.46, mean diff. = 0.28, 95% CI of diff. = 0.11 to 0.45 (Fig. 3c).

Enhanced cell death in the CA3 hippocampal region AF35 and AC4 mice compared to
B6129 mice. Prup”® AP35 (AF35) and Prip®® AC4 (AC4) mice (Fig. 4a) were generated some
years ago by nuclear injections of constructs into fertilized oocytes from B6129 Prap”*hi7rehl mjce®,
The number of copies of the construct was estimated as 25 for AC4 and 70 for AF35 mice. However,
brain extracts obtained {rom these mice revealed similar levels of PrP—AC4 ( Prup''! = 0.755 4 0.075;
PrP—AC4=0.81=£0.03; P=0.4; Cl=95%, Mann-Whitney U test) to wild-type but lesser amounts of
PrP—AF35 than wild-type ( Prap™~ =0.91£0.01; PrP—AF35=0,70£0.021; P=0.0048, CI=95%,
Mann-Whitney U test) (Fig. 4b and Supplementary Fig. 3). Nevertheless only AF35 mice showed cer-
ebellar degeneration at around 60 days of life* (Supplementary Fig. 4). Irrespective of the cell type,
the expression of the truncated form may induce per se cell death in vivo™ as well as in vitro™. Thus
in the next experiments we treated these mice with 8 mg/kg b.w. of KA following the above-mentioned
protocol. Behavioural results reported a similar evolution between AC4 ( n=11) and AF35 ( n=15)
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Figure 4. KA-induced seizures and neurotoxicity in AC4 and AF35 mice. (a) Scheme of PrP® and
N-terminal truncated forms overexpressed in B6129 Prap?rchli2eil Prppt AC4 and B6129 PrapZhliZech!
Prap™® AF35 transgenic mice. (b) Example of western blot detection of PrP® (6H4) expression in brain
extracts obtained from untreated B6129 Prup?<iliZeil pryptttand B6129 Prap?ebliZrchl pryptd 6129
Prup/rhli7rehl Prup®® AC4 and B6129 Prap” <<l Pryp®® AF35 mice. Tubulin was used as a loading control.
(¢) KA-induced seizure sensitivity in adult B6129 Prap”hV! prpp®® AC4 mice in comparison to B6129
PrapPehliZebl ppyptts and B6129 Prup?2e! prrp® (upper panel). KA-induced seizure sensitivity in 5-7
week-old B6129 PrupZrhlZichl prypd0 AE35 mice in comparison to B6129 Prap2ti@ehl pepp /1 and B6129
Prap?retliziehl prpp (lower panel). Bars represent the percentage of mice reaching each stage. (d) Fluoro-
Jade B staining in hippocampal sections of B6129 Prap ™/l pryp+it B6129 Prap”rhli#rehl pryypt B6129
PrupfreliZrchl Pryp®0 AC4 and B6129 Prap“<hiZrehl Prygp® AF35 mice 24 hours after KA treatment (8 mg/

kg b.w.). The quantification of the Fluoro-Jade B-positive cells in the CA3 region is shown in the right plot.
Scale bars represent 200 pm, Abbreviations: DG, Dentate gyrus; CA1-3, hippocampal regions 1 and 3; h,
hilus; gl, granule cell layer; ml, molecular layer; s, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare;
sl, stratum lucidum; sp, stratum pyramidale; so, stratum oriens. Asterisks indicate statistical significance
(***P < 0.01, Bonferroni post hoc test).
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Figure 5. KA-excitotoxicity in N2a cells transiently transfected with PrP® or PrP-ACD and PrP-AF35
constructs. (a) Scheme illustrating domain organization in PrP® and its related PrPA°C and PrP*™* mutants.
(b) Example of western blot determination of the different PrPC constructs employed in the experiment.

(¢) WST-1 viability assay performed over N2a cells previously transfected with pcDNA3.1 (empty vector,
pcDNA), pcDNA-PrP¢, pcDNA-PrP*" and pcDNA-PrP*** and treated overnight with 5mM KA. Data
were normalized with untreated controls. A clear reduction in cell viability was observed in pcDNA-

PrPaF transfected cells when compared to those overexpressing pcDNA-PrP*. In contrast, pcDNA-

PrPa< transfected cells showed similar viability to pcDNA-PrP® transfected cells. Histograms represent

the mean £ S.EM. of three different experiments. Asterisks indicate statistical significance (**P < 0.05,

*#*P < (.01, Bonferroni post hoc test).

mice compared to B6129 Prap “rehliZrehl prypt® (n =35 ) and B6129 Prap /' ( n=30) (Fig. 4c and
Supplementary Movie 4). However, the number of dead was greater in AC4 (=38%) and AF35 (=15%)
compared to B6129 Prp “retlreil Prypb® mice. These results also correlate with an increased presence of
Fluoro-Jade B cells observed in histological sections of the hippocampus, especially in the CA3 region
(AF35=87.12+0.41; AC4=104.62 4 0.088; B6129 Prap ZetVirhl— |3 37 4 (0,055, B6129 Prap Lichlizrehl
vs AF35 t=7.577; mean diff. = —73.75, 99% Cl of diff. = —115.4 to —32.1. B6129 Prap 77l y5 AC4
t=9.375; mean diff. = —91.25, 99% CI of diff. = —132.9 to —49.6, Bonferroni post hoc test). (Fig. 4d).
Taken together, these results indicate that the expression of the truncated form including the octare-
peat region (OR) with or without the Central Domain (CD) of PrP® potentiates the effects of the KA
(<10mg/kg b.w.), and they highlight the octarepeat domain as a key candidate in the neuroprotective
functions of PrP¢,

Acute transfection of pcDNA-PrP2® but not pcDNA-PrP2735 protects Nza cells from KA exci-
totoxicity in vitro. In order to corroborate in vitro the participation of the OR in PrP¢-mediated neu-
roprotection to KA, we performed a viability assay using N2a cells. Cells were transfected with vectors
encoding either the full length of Prup or two truncated forms lacking CD (PrP*“P, residues 95-133),
which bridge the flexible amino proximal tail and the globular carboxy proximal domain, or else a longer
deletion including the central domain (CD) plus the OR (PrP*™, residues 32-134) (Fig. 5a). After trans-
fection, levels of PrP® and its truncated forms in transfected cells were checked with western blotting
(Fig. 5b and Supplementary Fig. 5). In addition, the expression of the truncated forms was strictly mod-
ulated to avoid inducing cell death during the experiments. Transfected cells were treated overnight with
5mM KA and further processed to WST-1 assays. Colorimetric WST-1 assay showed that PrP“ and Prp2P
transfection increased cell culture viability after KA treatment, an effect that was not observed in Prpa*
transfected cells ( pcDNA =0.54+0.005 pcDNA-PrP®=0.94 4+ 0.06; pcDNA-PrPAP=1.047+0.012
and pcDNA-PrP°=0.88 4 0.03. pcDNA vs pcDNA-PrP¢ =36.18; mean diff. =—0.4, 99% CI of
diff. = —0.45 to 0.34. pcDNA vs pcDNA-PrPACP t = 45.83; mean diff. = —0.506, 99% CI of diff. = —0.55
to 0.45. pcDNA-PrPA¢P v5 pcDNA-PrP*™ = 15.08, mean diff. = 0.166, 95% CI of diff. = 0.1282 to 0.20).
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pcDNA-PrP¢ vs pcDNA-PrPA'¥ =542, mean diff.= 0.06, 95% CI of diff.=0.021 to 0.09) (Fig. 5c).
These results reinforce the idea of the OR domain participating in the described neuroprotective role of
PrP¢ to excitotoxic damage in N2a cells.

Discussion

Role of PrP¢ in neuroprotection against KA. The diversity of phenotypic changes described in
Prnp-knockout mice has hindered the study of the physiological function of PrP'°. In fact the reported
differences between Prnp ‘" and Prap™® mice have led to certain controversial results, especially in
terms of electrophysiology and susceptibility to excytotoxic insults. Several pieces of evidence, includ-
ing some from previous studies by our group using B6.129 Prap Zrehlizichl 282140 gupport the idea that
Prap-knockout mice are more susceptible to KA, NMDA and PTZ, exhibiting an enhanced epileptic
response and neurotoxicity in the hippocampus when compared to wild type controls”'?. Contradictory
results have been published by other groups, who described an elevated threshold for epileptiform activ-
ity in Prap” hippocampal slices exposed to bicuculline, PTZ or zero-magnesium conditions™, Similar
discrepancies have been found when analysing neurotransmission-associated parameters in mice devoid
of PrPe*3:37:38 Due to this lack of reproducibility between groups, the possibility that reported pheno-
types could be attributed to external factors, such as different mice strains (e.g.,”> or ?2) or experimen-
tal procedures (age of mice, KA concentration, treatments, etc.) must be strongly considered. Indeed,
age-dependent loss of LTP in PrP®-null mice®>” has also been identified.

More recently, a comparative analysis between Prnp-knockout mouse strains has led to the proposal
that the increased sensitivity to KA-induces seizures in Prap-knockout mice is not associated with the
absence of the protein but rather with inappropriate comparison with wild-type controls that differ in
genetic background?»**8 Tn this study, background influence in susceptibility to excitotoxic damage was
corroborated by evaluating the onset of epileptic seizure of wild-type mice from B6129, B6.129,129/0la
and FVB/N strains. Our results show that FVB/N wild-type mice showed more seizures than B6129 and
129/0la mice, corroborating previous studies*®?%*®. In addition, 129/0Ola wild-type showed increased
expression of PrP® that may also reduce the number of grade VI seizures.

In our study we observed the relevant effects of intraperitoneal injection of KA in B6129 Prap?rchlizrchl
Prap®® (with ~~46% 129 microsatellites), B6.129 Prup”retZrehl pryp® (with ~26-7% 129 microsatellites)
and 129/0la-Prap® mice (with 100% 129 background) compared with the appropriate wild-type controls.
Results indicate a decline in the epileptic seizures when low numbers of 129 microsatellites are present in
B6.129 Prap?rtlZichl pryp0® These results point to polymorphisms of seme of the “Prrp- flanking genes”
as masking the participation of PrP® in neuroprotection, as reported in other processes™. Analysis of
the 9 genes functions using gene ontology and Pubmed searches indicates that Prex1%°, SIRP«®!, Traf1%?,
Thbs1%%*, Rmdn3%, Tyro3%, Slc30a4%, Mertk® and B2m™ are involved in neurotransmission, LTP
and neuroprotection. Whether polymorphisms in these genes participate in these effects warrants fur-
ther study. However, the phenotypic differences observed between 129/0la Prap™'= and 129/0la Prap™®
mice could only be associated with Prap-deletion, as no possible genetic variability exists between the
two. These results differ from those recently published by Striebel and coworkers® who didn’t observe
PrPC-linked neuroprotection despite using the same mouse strain. These contradictory results may be
due to KA-dosage or to minor differences in the experimental procedure. Furthermore, we must not
forget that this neuroprotective property of PrP® is further supported by other in vive madels, such as
transient knockdown of Prup homologs in zebrafish™, and also some in vitro experimental approaches
including PrP¢ downregulation and detachment of the plasma membrane in neuronal primary cultures
and neuroblastoma cell lines (**? and present results).

In conclusion, our findings support the notion that PrP® is involved in neuroprotection to KA-induced
seizures and excitotoxicity and that it actively participates in the increased epileptic response observed in
mice devoid of PrP®. In parallel, as yet unknown factors associated with Prup-flanking genes also affect
KA susceptibility.

The neuroprotective function of PrP¢ depends on membrane anchoring. Our results indicate
that the neuroprotective function of PrP® against KA in N2a cells depends on membrane anchoring. The
interaction of different regions of PrP“ with plasma membrane through the GPI domain has been con-
sidered necessary to induce the clinical symptoms in GPI-negative transgenic mice (C57BL/10-PrPCFTes
mice)*'72, In fact, the injection of antibodics directed to the 1 and @3 regions of the PrP® induces neu-
rotoxic effects”. These results have also been corroborated in newly developed mice lacking the globular
domain (FTgpi mice)™, In fact, these results corroborate previous observations”™. Taken together, these
studies suggest that the proximity of the flexible tail (N-terminal domain) to the plasma membrane
triggers intracellular oxidative stress responses leading to cell death™7¢. Under this scenario we can
consider that our data reinforce the idea that the integrity of the N-terminal domain is mandatory for
neuroprotection (see below) as well as the notion that membrane interaction is a necessary part of the
neuroprotective function reported in vivo.

The neuroprotective function of PrP¢ is abolished in the absence of the OR of PrP¢.  Structural
analysis of PrP® architecture has determined different functionally relevant domains in this protein
(see”™® for review). Besides the highly conserved hydrophobic domain, the flexible and unstructured

SCIENTIFIC REPORTS | 5111971 | DOI: 10.1038/srep11971 9

125



Resultats: Capitol Il

www . nature.com/scientificreports/

N-terminus region includes a copper binding site consisting of four tandem repeats of the sequence
PHGGGWGQ, which seems to be involved in the endocytic process of the protein and copper homeo-
stasis®. In fact a recent study indicates a relevant role of copper binding in the neuroprotective function
of PrP® modulating NMDA receptor®®. In our study we developed in vivo as well as in vitro tests to
check the involvement of the OR domain as a mediator of PrP“ neuroprotective function in a model of
KA treatment. The behavioural and histological data presented here by AC4 and AF35 mice revealed
increased cell death in the hippocampus of the KA injected mice compared to B6129 Prnp”" (genetic
background of these mice). In parallel, the CD is not involved in the neuroprotective functions of PrP¢
(at least in N2a cells) since their absence does not modify these properties when compared to full length
PrPS, in contrast to the absence of the OR regions.

The overexpression of PrP—AF35 in a B6129 Prup“liérchl pryp® background leads to cerebellar
neurodegeneration®, but not hippocampal degeneration® (Supplementary Fig. 4). In contrast, AC4
mice (with similar background) do not show cerebellar or hippocampal degeneration, but when sub-
jected to controlled ischemia show significantly greater oxidative stress damage when compared to wild
type mice®™. This also happens when PrP— AF35 is overexpressed in HEK293 cells, leading to increased
Caspase 3 activity in transfected cells and cell death®. Truncated forms of PrP“ lacking the OR inter-
fere with PrP® endacytosis via clathrin-coated vesicles and beta-cleavage of PrP®, respectively, thereby
impairing the antioxidative functions of PrP“*"#2, Thus it is reasonable to consider that cells with an
intrinsic deficit in oxidative stress homeostasis may also be more prone to KA treatment if the appropri-
ate KA receptors are also expressed, as happens in the hippocampus®

As indicated above, using antibody-mediated degeneration, Sonati et al., demonstrated that ligands
directed to the o1 and 3 helices of the PrP¢ globular domain induce cerebellar cell death by activat-
ing oxidative stress that can be overcome by deletions in the OR region™. This also happens in FTgpi
mice lacking the crl-o3 helix region of the PrP¢ ™. In addition, mice lacking the ACD also reported
white matter pathology and peripheral neuropathy®. Surprisingly, the reported degeneration of the ACD
mice could be reversed by coexpression of PrP® lacking all octarepeats®, These data are in contrast to
a recent study indicating that the antibody ICSM18 (recognizing aal43-153 of PrP®) does not induce
cell death®. In our experiments, we observed that cells transfected with PrP—ACD are able to over-
come KA-mediated cell death as are those transfected with full length PrP%, in contrast to PrP—AF35
transfected N2a cells. Our in vitro experiments are different from the ir vivo situation, since an effect of
ligands in the CD regions is unlikely; rather, they suggest a parallel effect of KA excytotoxicity plus the
homeostatic imbalance induced by the absence of the 32-93 region of the overexpressed PrP". Despite
the existing data, the precise mechanism underlying OR-dependent neuroprotection remains to be elu-
cidated in the above-mentioned studies™ 7,

In conclusion, our study dissects the effects of the intraperitoneal injection of various doses of KA
in several Prup mouse models and indicates that: i) PrP® plays a role in neuropratection in KA-treated
cells and mice; ii) for this role PrP“ should be linked to the membrane; iii) polymorphisms of some
unidentified “Prup-flanking genes” play a parallel role to PrP® in the KA-mediated responses in B6129
and B6.129 Prap”rhliZrehl prpg mice; and iv) the absence of the aa32-93 region negatively affects the
neuroprotective function of PrP¢ in KA-treated cells.

Methods

Reagents and antibodies. KA, glimepiride and phospholipase C were purchased from Sigma (Poole
Dorset, UK). Fluoro-Jade B was from Millipore (Billerica, MA), SYBR green (Applied Biosystems, USA)
and WST—1 reagents were from Roche (Basel, Switzerland). Lipofectamine plus was from Invitrogen
(Carlsbad, CA). The following antibedies were used in this study: Anti-PrP SAF61 mouse monoclonal
antibody (1:1000 diluted) antibody was from Spi-Bio (Cayman Chemical, Massy, France) and anti-PrP
6H4 mouse monoclonal antibody (1:5000 diluted western blotting and 1:250 immunocytochemistry)
antibody was from Prionics (Schlieren, Switzerland). Mouse monoclonal antibody anti-tubulin (1:10000
diluted) was from Sigma (Poole Dorset, UK) and rabbit-raised polyclonal antibody against GFAP (1:500
diluted) was from Millipore (Billerica, MA).

Animals. Adult male C57Bl6/129sv-Prup®® (B6129 Prup<hlizebl Zyrich 1) mice were purchased from
the European Mouse Mutant Archive (EMMA, Monterotondo, Italy). The FVB/N animals were either
wild-type or homozygous for the deletion of Prnp gene. 129/0la Prap™*/t%% Prip " and 129/0la Priup®®?
were obtained from Dr. ]. Manson (Edinburgh). B6129 Prap? /2l mice were backcrossed for 8 genera-
tions to obtain 6-7% of 129 microsatellites (B6.129 Prap™ ¥ty Transgenic B6129 Prip®® PrPAc* # and
B6129 Prup®® PrPA¥° % were obtained from Prof. A. Aguzzi. To avoid putative background-specific differ-
ences between mice, all of the experiments were conducted using littermates derived from heterozygous
(Prup~'® AF357) and Prap®® parents. Specific primers for Prup genotyping were designed in our laboratory
based on the original P10 and P3 primers described elsewhere®. PrP*™ transgene was detected by using
5'-CCTGGGACTCCTTCTGGTACCGGGTGACGC-3" and 5'-CAACCGAGCTGAAGCATTCTGCCT
-3 set of primers and PrP** with 5-GGCTGGGCTTGTTCCACTGATTATGGG-3' and
5'-CAACCGAGCTGAAGCATTCTGCCT-3'. Tg44 ™'~ mice expressing anchorless PrP¢°' on a C57BI/10
background were obtained from Dr. Bruce Chesebro (Laboratory of Persistent Viral Diseases, Rocky
Mountain Laboratories, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Hamilton, MT 59840,
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USA). A total of 83 litters (193 animals) were used in the present study. All experiments were performed
under the guidelines and protocols of the Ethical Committee for Animal Experimentation (CEEA) of the
University of Barcelona, and the protocol for the use of animals in this study was reviewed and approved
by the CEEA of the University of Barcelona (CEEA approval #115/11 and 141/15).

KA administration in mice and seizure analysis. Convulsive non-lethal seizures in mice were
induced by administration of KA in a multiple dose protocol. Fresh KA solution was prepared for each
experiment. Animals were weighed and intraperitoneally injected with 8 or 10 mg/kg KA (b.w.) dissolved
in 0.1M PBS, pH 7.2. at Omin, 30min and 60min. In parallel mice, 0.1 M PBS, pH 7.2 was injected
as control (vehicle). Adult (2-3 months old) animals were used in all experiments except for B6129
Prp#ebliZechl Pryph® pppatt prpal?s and their respective controls, which were used at 5-7 weeks-old due
to their described early lethality™.

After KA-injection mice were distributed in boxes (1-5 mouse/box) and the behaviour of the mice
was recorded for 4hours using a digital video camera (SONY DCR-HC30E Digital video camera).
Seizure intensity was evaluated during the 4hours after the first injection using the following criteria:
grades I-II: hypoactivity and immobility, grades III-TV: hyperactivity and scratching, grade V: loss of
balance control and intermittent whole-body convulsions and grade VI: continuous seizures and bounc-
ing activity (commonly referred to as popcorn’ behaviour). The characterization of seizure intensity was
developed in two stages. First seizures were analysed in situ after KA-injections in the Melecular and
Cellular Neurabiotechnology Laboratory (IBEC) by P.C.,, ELL and A.M-A. (B6129 Prup“/&<il Zyrich
I, B6.129 Prap?eiliérehl Ba129 Prip™® PrPo™, B6129 Prap™® PrP1%5, FVB/N Prnp®® mice strains and its
respective controls) and in the Centro de Investigacién en Sanidad Animal (CISA-INIA) by PC, PA-C,,
J.C.E. (129/Ola Prnp™ and 129/Ola Prap™®/®d% Prpp™+)_ After this initial characterization that included
time of the appearance of seizures, scale of seizures, etc, video recordings of each experiment were ana-
lysed by J.LA.D.R. at IBEC and J.M.T. at CISA-INIA without knowledge of the results of the previous
in situ analysis. Afterwards, a contingency table was generated by comparing both analyses and the final
data were plotted. Grades [ to IV were grouped together for better data representation, as all animals
tested reached these four epileptic stages. The statistical analysis of the obtained data was performed
using Mann-Whitney U non-parametric test using Prism 5.0c (Mac OsX, Grahpad). Data are presented
as percentage or as mean = standard error of the mean (S.E.M.). A value of ***P < 0.01 was considered
statistically significant.

Western blotting. Brain samples from non-treated mice were homogenized (10% wt/vol) in ice-cold
lysis buffer—50mM Tris-HCL, pH 7.4, 150mM NaCl, 0.5% (wt/vol) Triton X-100, 0.5% (wt/vol) Nonidet
P-40 (IGEPAL; Sigma), glycerol 10%, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, and protease and phosphatase inhibi-
tors—using a motor-driven, glass-Teflon homogenizer in ice, and then centrifuged at 15,000¢ for 20 min.
Protein concentration was quantified with BCA kit (Pierce). Protein extracts were boiled in Laemmli
sample buffer at 100°C for 5min. Equal amounts of total protein were separated with 6-10% SDS-PAGE
electrophoresis, electrotransferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Millipore), and probed
with indicated antibodies. Visualization of bound antibodies was performed using goat anti-mouse HRP
(1:4000 diluted; Dako, Glostrup, Denmark) and the ECL Plus kit (Amersham-Pharmacia Biotech, GE
Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA).

Densitometry and statistical processing of processed films. For quantification, developed films
were scanned at 2400 x 2400 dpi (i800 MICROTEK high quality film scanner), and the densitometric
analysis of the different PrP® bands was performed in each case using Quantity One Image Software
Analysis (Biorad). Each densitometric value of PrP® and truncated form AC4, AF35 and ACD (0-255
gray scales) was normalized with the corresponding Tubulin densitometric values (0-255 gray scale).
Three different experiments were used in each analysis unless specified. The statistical analysis of the
obtained data was performed using Bonferroni post hioc test {Multiple comparison test) or Mann-Whitney
U non-parametric test using Prism 5.0c (Mac OsX, Grahpad). Data are presented as mean =+ standard
error of the mean (S.E.M.). A value of **P < 0.05 was considered statistically significant.

Fluoro-Jade B staining. Mice were perfused with 4% paraformaldehyde dissolved in 0.1 phosphate
buffer, pH 7.3 24 hours after the first KA injection, post-fixed overnight in the same fixative, and cryopro-
tected in 30% sucrose. 30 pm-thick coronal brain sections were obtained in a freezing microtome (Leica,
Wetzlar, Germany). Sections containing dorsal hippocampus (Bregma= —1.2 to —1.9%) were rinsed for
2h in 0.1 M Tris, pH 7.4, mounted and air dried at room temperature overnight. The next day, sections
were pre-treated for 3min in absolute ethanol, followed by 1 min in 70% ethanol and 1 min in distilled
water. They were then oxidized in a solution of 0.06% KMnO4 for 15min. After three rinses of 1 min
each in distilled water, the sections were incubated for 30 min in a solution of 0.001% Fluoro-Jade B
(Chemicon) containing 0.01% of DAPI (Sigma) in 0.1% acetic acid. The slides were rinsed in deionized
water for 3 min each, dried overnight, cleared in xylene, cover-slipped with Eukitt (Merck, Darmstadt,
Germany) and examined using an Olympus (Hamburg, Germany) BX61 epifluorescence microscope.
The statistical analysis of the obtained data was performed using Bonferroni post hoc test (Multiple
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comparison test) using Prism 5.0c (Mac OsX, Grahpad). Data are presented as mean =+ standard error of
the mean (S.E.M.). A value of ***P < 0.01 was considered statistically significant.

Histology and immunofluorescence. For histology, mice were perfused with phosphate buffered
4% paraformaldehyde, pH 7.3 24hours after the first KA injection, post-fixed overnight in the same
fixative, and cryoprotected in 30% sucrose as above. A freezing microtome (Leica, Wetzlar, Germany)
was used to obtain 30pm-thick coronal sections, which were rinsed in 0.1 M PBS before 1hour’s incu-
bation at room temperature in 0.1 M PBS containing 0.2% gelatin, 10% normal goat serum, 0.2% gly-
cine, and 0.2% Triton X-100. Sections were then incubated overnight at 4°C with indicated primary
antibodies. After washing in 0.1 M PBS containing 0.2% Triton X-100, sections were incubated with
goat anti-rabbit Alexa Fluor 568-tagged sccondary antibody (1:200 diluted; Molecular Probes, Eugene,
OR, USA), washed in 0.1 M, PBS and mounted in Fluoromount (Vector Labs, Burlingame, CA, USA).
Immunohistochemical controls, which included omission or substitution of primary anti-GFAP antibody
by either normal rabbit serum prevented immunostaining. For quantification of GFAP-positive astro-
cytes in the stratum radiatum of the dorsal hippocampal region, immunoreacted sections (5 sections
of each mouse, n=>5 mice per genotype) were photodocumented with an Olympus BX61 fluorescence
microscope equipped with a cooled DP12L camera. Photomicrographs were obtained using a 40X objec-
tive with identical time exposure (100-150 ms) between preparations from each wild-type and respective
knockout mouse. No modifications were applied to the obtained pictures. Numbers of GFAP-expressing
cells were determined by counting positive cells in five frames (250 x 200 pm) corresponding to the hip-
pocampal CA1-3 regions of five mice of each genotype. Data were expressed as mean =+ standard error
of the mean (S.E.M). The statistical analysis of the obtained data was performed using Mann-Whitney
U non-parametric test using Prism 5.0c (Mac OsX, Grahpad). A value of P<0.01 was considered sta-
tistically significant.

RT-qPCR. Total RNA from hippocampal samples obtained from treated (6h after KA-administration)
and non-treated mice was purified with the mirVana isolation kit (Ambion, Austin, TX, USA)
and used to make the single-stranded ¢DNAs required as templates for the RT-qPCR amplification.
Sets of primers used in this study were: for TNFa 5'- AGCAAACCACCAAGTGGAGGA- 3’ and
5-GCTGGCACCACTAGTTGGTTGT- 3'; and for ILB 5'- TTGTGGCTGTGGAGAAGCTGT- 3’ and
5'- AACGTCACACACCAGCAGGTT- 3'. The reaction was performed with the Roche LightCycler
480 detector, using 2x SYBR Green Master Mix (Roche) as reagent, as indicated by the manufacturer.
Amplification protocol consisted of a denaturation-activation cycle (95°C for 10min) followed by 40
cycles of denaturation-annealing-extension (95°C, 15sec; 60°C, 40 sections; 72°C, 5 sec; 98°C, con-
tinuous). LightCycler 480 software was used for mRNA quantification. The data were analysed using
the AACt method, which provides the target gene expression values as fold changes in the problem
sample compared with a calibrator sample. Both problem and calibrator samples were normalized by
the relative expression of a housekeeping gene (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [GAPDH]).
These analyses developed 3 different samples. The statistical analysis of the obtained data was performed
using Mann-Whitney U non-parametric test using Prism 5.0c (Mac QsX, Grahpad). Data are presented
as mean + standard error of the mean (S.E.M.). A value of **P < 0,01 was considered statistically sig-
nificant.

Cell culture and treatments. The murine neuroblastoma cell line Neuro2a (N2a) expressing low
levels of PrP“ was grown at 37°C, 5.5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle'’s medium (DMEM) supple-
mented with 4.5 g/L glucose, 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (Invitrogen-Life Technologies,
Barcelona, Spain). For vector transfection, cells were plated at 1 x 10° cells/well in a 24-well plate and
transiently transfected the next day using Lipofectamine 2000 reagent in Optimem medium, as indicated
by the manufacturer (Invitrogen-Life Technologies). Four hours after transfection, cells were washed
and the medium was replaced with DMEM containing 10% FBS. PrP® expression after transfection was
checked with western blot analysis. In a first set of experiments, N2a cell cultures were transiently trans-
fected with pcDNA and pcDNA-PrP® and maintained in vitro at 37°C, 5.5% CO,. Cells were deprived
for 24 h and treated with Glimepiride 20p.M and 0.2 u/ml PLC (final concentration). We used both treat-
ments since some reports indicate that Glimepiride may act on ATP-dependent K+ channels that may
also affect cell survival®'. One hour later, 5mM KA dissolved in 0.1 M PBS was added to the media. After
treatment, cultures were rinsed twice in KA-free culture medium, and cell viability was determined with
WST-1 viability assay (see below). In parallel, non-permeabilized cells were processed to PrP¢ detection
by immunofluorescence using the 6H4 antibody and a goat anti-mouse Alexa Fluor 488-tagged sec-
ondary antibody (1:200 diluted; Molecular Probes). For fluorescence quantification of cell-bound Alexa
Fluor 488, immunoreacted cultures (n=10 per experimental group) were photodocumented with an
Olympus BX61 4+ DP12L camera. Photomicrographs were obtained using a 20X objective with identical
time exposure (250-300ms) for preparations from each group. No modifications were applied to the
obtained pictures. Fluorescence intensity was determined using Image] by measuring the corrected total
cell fluorescence (CTCF) as: CTCF = integrated density - (area of selected N2a mesured cells x mean
fluorescence of background). Data were expressed as mean = standard error of the mean (S.E.M). The
statistical analysis of the obtained data in these experiments was performed using Bonferroni post fioc
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test (Multiple comparison test) using Prism 5.0c (Mac OsX, Grahpad). A value of P< 0.05 was consid-
ered statistically significant. These experiments were repeated four times. In a second set of experiments,
N2a cells were transfected with pcDNA3.1, pcDNA3.1-PrPC, pcDNA3.1-PrP2L and pcDNA3.1-Prp2t3s,
KA (5mM) treatment was carried out on serum-deprived cells 24h after transfection. Cell viability
was determined using a commercially available WST-1-based assay. Cell cultures were incubated with
'WST-1 reagent for 2hours. Then absorbance at 450 nm was measured in a multiwell plate reader (Merck
ELISA System MIOS). Data were normalized with A450 in untreated controls. pcDNA3.1-PrP“, pcD-
NA3.1-PrP2P and pcDNA3.1-PrP45 were kind gifts from Prof. D. Harris (Boston University) and Prof.
A Aguzzi (University Hospital of Zurich). These experiments were repeated five times. The statistical
analysis of the obtained data in these experiments was performed using Bonferroni post hoc test (Multiple
comparison test) using Prism 5.0c (Mac OsX, Grahpad). Data are presented as mean = standard error of
the mean (S.E.M.). Values of **P < 0.05 and ***P < 0.01 were considered statistically significant.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

Supplementary Figure 1: Full size Western blot corresponding to Figure 1b for
Tubulin and PrP® levels in brain extracts from B6129 Prnp” 2" prpp*
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points to the ladder lines. Notice that the L lines were omitted in Fig. 1b. Red arrows
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and FVB/N Prnp® mice. (a) 1 minute exposure. (b) 5 minutes exposure. L

points the portions of the Western blot showed in the Figure 1b.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2

pcDNA-PrP°

pcDNA
PCDNA-PrP°+ PLC
pcDNA-PrP° + Gli

Tubulin
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PrP°
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Tubulin and PrP° Figure 3a

Supplementary Figure 2: Full size blot corresponding to Figure 3a for Tubulin and
PrP° levels in protein extracts of pcDNA, pcDNA-PrP®, pcDNA-PrP® + PLC and

pcDNA-PrP° + Gli treated N2a cells. Arrows point proteins of interest (Tubulin and
PrP©).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3
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Supplementary Figure 3: Full size Western blot corresponding to Figure 4b for
Tubulin and PrP® levels in brain extracts obtained from untreated B6129 Prap®™"<<"
Prnpm, B6129 Pranrchlerchl Pmp”o and B6129 PranrchI/ZrchI Pmpo"o, B6129 PranrchI!Zrchl
Prnp® AC4 and B6129 Prnp™# M prnp”® AF35 mice. (a) 2 minutes exposure. (b) 5
minutes exposure. L points to the ladder lines. Notice that the L lines and the lines
showing B6129 Prnp” " prnp'® were omitted in Fig. 4b. Red arrows points the

portions of the Western blot showed in the Figure 4b.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 4
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136

Supplementary Figure 4: Neuronal death in AF35 and AC4 mice. Low power
photomicrographs of Nissl-stained sagittal secticns of the hippocampus (a,b) and
cerebellum (c-f) of AF35 (a,c,e) and AC4 (b,d,f) mice at 90 days. Note that the
hippocampus (a,b) of both mutants remains healthy with a well defined pyramidal layer.
In contrast, AF35 mice showed relevant cerebellar degeneration starting in the granule
cell layer in medial cerebellar folia (box in ¢). A higher magnification of the box in (c) is
showed in (e). Arrows in (e) point to Purkinje cells and cerebellar folia numbering is
included in (¢ and d). Abbreviations as in Figure 2 and ml = molecular layer; pcl =
pukinge cell layer and gl = granule cell layer in (e and f). Scale bars: a = 200 pm

pertains to b-d; e = 100 um pertains to f.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 5
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Supplementary Figure 5: Full size Western blot corresponding to Figure 5b for
Tubulin and PrP€ levels in protein extracts of pcDNA, pcDNA-PrP®, pcDNA-PrP*°P and

pcDNA-PrP*™® treated N2a cells. (a) 2 minutes exposure. (b) 5 minutes exposure. Red

arrows points the parts of the Western blot showed in the Figure 5b.

137



Resultats: Capitol Il

SUPPLEMENTARY TABLE 1

Animal Code

B6129.Wt.1

Seizure Intensity Reached

Grade I-IV Grade V Grade VI

B6129.Wt.2

B6129.Wt.3

B6129.Wt.4

B6129.Wt.5

B6129.Wt.6

B6129.Wt.7

B6129.Wt.8

B6129.Wt.9

B6129.Wt.10

B6129.Wt.11

B6129.Wt.12

B6129.Wt.13

B6129.Wt.14

B6129.Wt.15

B6129.Wt.16

Supplementary Table 1: Description of seizure level reached by each B6129-Wt mouse

plotted in Figure 1a.
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SUPPLEMENTARY TABLE 2

Seizure Intensity Reached

Animal Code
Grade I-IV Grade V Grade VI

B6129.Ko.1

B6129.Ko.2
B6129.Ko.3
B6129.Ko .4
B6129.Ko.5

B6129.Ko.6

B6129.Ko.7
B6129.Ko.8
B6129.Ko.9

B6129.Ko.10
B6129.Ko.11
B6129.Ko.12

B6129.Ko.13

B6129.Ko.14

B6129.Ko.15

B6129.Ko.16

B6129.Ko.17
B6129.Ko.18

B6129.Ko.19
B6129.Ko.20

Supplementary Table 2: Description of seizure level reached by each B6129-Ko mouse

plotted in Figure 1la
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SUPPLEMENTARY TABLE 3

Seizure Intensity Reached

Animal Code

Grade I-IV Grade V Grade VI

129/0la.Wt.1
129/0la.Wt.2
129/0la.Wt.3
129/0la.Wt.4
129/0la.Wt.5
129/0la.Wt.6

129/0la.Wt.7

129/0la.Wt.8
129/0la.Wt.9
129/0la.Wt.10

129/0la.Wt.11

Supplementary Table 3: Description of seizure level reached by each 129/Ola-Wt

mouse plotted in Figure 1a.
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SUPPLEMENTARY TABLE 4

Seizure Intensity Reached

Animal Code
Grade I-IV Grade V Grade VI Death

129/0la.Ko.1
129/0la.Ko.2

129/0la.Ko.3
129/0la.Ko.4
129/0la.Ko.5
129/0la.Ko.6

129/0la.Ko.7
129/0la.Ko.8
129/0la.Ko.9

Supplementary Table 4: Description of seizure level reached by each 129/Ola-Ko

mouse plotted in Figure la.
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SUPPLEMENTARY TABLE 5

Seizure Intensity Reached

Animal Code
Grade I-IV Grade V Grade VI

FvB/N.Wt.1
FvB/N.Wt.2

FvB/N.Wt.3

FvB/N.Wt.4
FvB/N.Wt.5
FvB/N.Wt.6

FvB/N.Wt.7

FvB/N.Wt.8

Supplementary Table 5: Description of seizure level reached by each FvB/N-Wt mouse

plotted in Figure la.
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SUPPLEMENTARY TABLE 6

Seizure Intensity Reached

Animal Code
Grade I-IV Grade V Grade VI Death

FvB/N.Ko.1

FvB/N.Ko.2

FvB/N.Ko.3

FvB/N.Ko.5

FvB/N.Ko.6
FvB/N.Ko.7

Supplementary Table 6: Description of seizure level reached by each FvB/N-Ko mouse

plotted in Figure la.

143



144



Capitol lll: Resultats

Alteracions en el comportament, déficits d’aprenentatge i
una elevada excitabilitat hipocampica en el ratoli
genoanul-lat per la PrP¢

Andreu Matamoros-Angles, Arnau Hervera, Jordi Soriano, Eulalia Marti, Franc Llorens, Mario
Nuvolone, Adriano Aguzzi, Agnés Gruart, José M. Delgado-Garcia i José A. del Rio

* Aguesta publicacié esta en preparacio
Resum

El plegament anomal de la proteina prionica cel-lular (PrP€) és l'agent causant de les
Prionopaties. S'ha relacionat amb nombrosos processos cel-lulars com la
neurotransmissio, la diferenciacié cel-lular i la neuroproteccié. Els nivells de PrP¢
disminueixen en les Prionopaties, i per tant, s’ha planejat la seva pérdua de funcié com a
part de la patologia. Recentment, s’ha demostrat que els models animals genoanul-lats per
la PrP¢ (Prnp®°) presenten artefactes generats durant la transgénesi emmascarant els
resultats que se’'n derivaven. En aquest treball, utilitzem el nou model deficient per la PrP¢
(Prnp®®), el ZH3, per esclarir el paper d’aquesta proteina en la neurotransmissio
hipocampica, en la maduracié neuronal i en la conducta. Els nostres resultats mostren un
comportament ansids, una activitat reduida i un deteriorament de l'aprenentatge basat en
el condicionament operant en els animals ZH3-Prnp®°. L'abséncia de PrPC també provoca
una elevada excitabilitat sinaptica, una major susceptibilitat epileptica i impossibilita la
generacié de potenciacié a llarg termini (LTP). Els nostres resultats in vitro mostren un
retard en la formacio de xarxes i una baixa connectivitat.
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Behavioral deficits, learning impairment, and
enhanced hippocampal excitability in prion protein
knock-out mice

Matamoros-Angles, A.1234 : Hervera, A. 1?34 ; Soriano, J. %% ; Marti, E. "® ; Llorens, F.3%19;
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ABSTRACT

Misfolded cellular prion protein (PrPC) is the causative agent of the transmissible spongiform
encephalopathies (TSEs). PrPC is a synaptic protein expressed in the cerebral cortex
including the hippocampus. It has been described in numerous cellular processes (i.e. cell
differentiation, neurotransmission, and copper homeostasis among others). Moreover, PrP¢
levels are decreased in TSEs. These findings offer new insight into the study of TSEs:
understanding this pathology also as a loss of function due to the reduction of PrP°.
Recently, it was demonstrated that many of the functions related to PrP¢ were based on
mouse models with impure background, and these need to be reevaluated.

Here we elucidate the role of PrP€in hippocampal circuitry and in its derived functions (i.e.
learning and memory) using a new co-isogenic Prnp®® mouse, the ZH3 model. Open field
and operant conditioning tests were performed to evaluate memory and learning
capabilities. Input-output curves, paired-pulse facilitation and long-term potentiation (LTP)
were determined in the hippocampal Schaffer collaterals in behaving animals. Finally,
spontaneous firing and network formation were monitored with calcium imaging in neuronal

primary cultures during culture maturation.

Our results showed increased motility, impaired operant conditioning learning, and anxiety-

%0 animals. PrPC absence enhanced the susceptibility to high

related behavior in ZH3-Prnp
intensity stimulations and kainate-induced seizures in mouse hippocampus. Interestingly,
LTP was not induced in Prnp®° Schaffer collaterals. In vitro calcium imaging showed a delay

in neuronal maturation and network formation.

PrP¢ mediates synaptic function and protects from excitotoxic insults. Its deletion occured
in an epileptogenic brain that failed to perform highly cognitive-demanding tasks such as

associative learning, producing anxiety-like behavior.
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INTRODUCTION

Cellular prion protein (PrP°) is an extracellular membrane protein mainly expressed in the
central nervous system encoded by Prnp gene (Aguzzi and Polymenidou, 2004). PrP¢ was
discovered as the causative agent of transmissible spongiform encephalopathies (TSES)
(Prusiner, 1982). In TSEs, PrP¢ suffers abnormal post-translational processing, generating
a pathogenic scrapie conformation (PrPs¢). Over time, PrP5¢ accumulates in the brain,
causing neuronal death, reactive gliosis, and inflammation. TSE patients display a rapidly

progressive dementia that leads to death 1-2 years after onset (Takada et al., 2018).

PrP¢ has been well studied but its physiological function remains partially unknown and
controversial (Wulf et al., 2017; Watts et al., 2018). To date, there are numerous studies
describing roles for PrP¢ in copper homeostasis (Vassallo and Herms, 2003),
neurotransmission (Maglio et al., 2004; Khosravani et al., 2008), neuronal differentiation
(Steele et al., 2006), peripheral myelin maintenance (Kuffer et al.,, 2016), and
neuroprotection (Walz et al., 1999). This wide range of functions, as well as the reduction
of PrPC expression in the neuronal parenchyma of TSE patients (Llorens et al., 2013),
provided a new understanding of TSEs: the cause of neurological deterioration in these
patients is not only due to the PrPS¢ accumulation, but also to the loss of the PrP¢
physiological function upon its transformation to the scrapie form (Leighton and Allison,

0/0

2016). Therefore, the study of the physiological function of PrP€ in Prnp®° animal models

can provide insights into TSE pathology and its drastic symptomatology.

Several studies have explored the physiological roles of PrP¢ in knock-out mouse models;
however the obtained data became controversial some years ago (Nuvolone et al., 2013).
It was demonstrated that some physiological functions were misattributed to PrP¢ due to
artifacts from the transgenesis procedure of the most commonly used model, ZHI-Prnp®°
mice (Bleler et al., 1992). It was demonstrated that PrPC-dependent phagocytosis

o and Prnp** mice

regulation was due to Sirpa polymorphism differences between Prnp
instead of PrP¢ expression. 129Sv background embryonic cells were implanted in a C57BL6
female causing differences in the polymorphism expressed by the genes surrounding Prnp

deletion, the so-called Flanking genes, in Prnp®°

mice but not in the wild-type littermates
(de Almeida et al., 2005; Nuvolone et al., 2013). Since then, all the physiological functions

attributed to PrP€ have been brought into question and need to be revaluated. Our group

149



Resultats: Capitol Il

demonstrated that this phenomenon also affected the neuroprotective function of PrP¢ in

kainate-induced excitotoxicity in ZHI mice (Carulla et al., 2015).

The detailed study of PrP€ localization uncovered its enrichment in the excitatory synaptic
terminal where it has been related to glutamate receptors (NMDA-R, GluK2 and mGIuR5)
and anchoring proteins such as PSD-95 (Khosravani et al., 2008; Carulla et al., 2011,
Ferreira et al., 2017). However, the real implication of PrPC in neurotransmission remains
unclear and controversial. Different results have reported the role of PrP€ in long-term
potentiation (LTP). It has been observed that Prnp®° mice display reduced (Collinge et al.,
1994; Manson et al., 1995; Criado et al., 2005), normal (Lledo et al., 1996), and enhanced
LTP (Rangel et al., 2009). Following this observations, the real consequences of PrP¢
ablation in memory, learning, and behavior are also unclear (Bueler et al., 1992; Criado et
al., 2005).

In the present study, we focused on the PrP€ function in LTP, learning, and memory, taking
advantage of the recently generated ZH3-Prnp®° mouse model. It was generated in a pure

background (C57BL6) by minimally altering the genome (Nuvolone et al., 2016). Here we

0/0

performed a set of behavior tests to analyze ZH3-Prnp™ mouse activity, learning, and

memory capabilities. Synaptic facilitation, excitability, and LTP induction were evaluated

0/0

electrophysiologically in the ZH3-Prnp™ hippocampus in behaving mice. Finally, neuronal

differentiation and bursting were evaluated in cortical neural Prnp®° cultures.

ZH3-Prnp®° mice display reduced motility and anxiety-like behavior. They also fail to acquire

instrumental learning in the Skinner Box Test. Our electrophysiological experiments show

0/0

Prnp™ synapse cannot induce LTP may be due to an exacerbated excitability, even leading

to epileptic seizures. Accordingly, Prnp®°

mice are more susceptible to kainate-induced
epilepsy. Finally, in vitro calcium imaging shows that the absence of PrP¢ causes a delay in

neuronal network maturation and a reduction of bursting.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Adult C57BI6 mice (Prnp*’*) were purchased from Charles River Laboratories (Les Oncins,

France). Prnp®°

mice (ZH3 model described in Nuvolone et al., 2016) were provided by
Prof. Adriano Aguzzi (Institute of Neuropathology, University Hospital of Zurich, Zurich,
Switzerland). It is a constitutive knock-out mice. A total of 136 adult (3-5 months old) male
mice (Prnp*™*= 67 and Prnp®°= 69) were used in the present study. All experiments were
performed following the protocols and guidelines of the Ethical Committee for Animal
Experimentation (CEEA) of the University of Barcelona. CEEA of the University of
Barcelona approved the protocol for the use of animals in this study (CEEA approval

#276/16 and 141/15).

Behavioral Studies

All the behavioral experiments were carried on in the laboratory of Prof. José Maria
Delgado-Garcia and Dr. Agnés Gruart (Division of Neurosciences, Pablo de Olavide
University, Seville, Spain). A total of 98 animals were used in these sets of experiments
(Prnp**= 49 and Prnp®°= 49). Mice were housed alone on a 12/12-hour light/dark cycle with
constant ambient temperature (21°C). Water and food were provided ad libitum except for

the Instrumental Learning Test.

Open field test

Mice (Prnp™*= 49 and Prnp®°= 49) were placed in a MUX_XYZ16L Actimeter system
(SMART, Panlab S.L., Barcelona, Spain) for 15 minutes on two consecutive days. The first
day was a training session to reduce mouse anxiety; data presented were obtained from
the second session. The arena had a grid (16 x 16) of infrared lasers on the XY axis and
one on the Z axis. The system inferred mouse activity by counting laser intersections. The
arena and the objects were cleaned with soap and ethanol between trials to remove

olfactory cues.
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The central square of the arena (10x10) was considered as the central zone and the rest
as the peripheral zone for anxiety-related behavior measurement. It was considered that a
mouse spent time in one of the regions if it remained there at least 3 seconds, to separate
motility from exploratory behavior. Rearing episodes were considered when the animal

stood up for at least 3 seconds and immobility episodes if it was immobile for 3 seconds.

The sum of the crossed X and the Y axes is presented together to show total mouse
mobility. Data are presented as the mean + standard error of the mean. The statistical
analysis was performed with T-test or Mann-Whitney non-parametric test (GraphPad Prism

6 software). The asterisks indicate significant differences: **p < 0.01 and **p < 0.001.

Skinner box test

The instrumental learning test in the Skinner box was performed as described (Madronal et
al., 2010). Six Skinner boxes were used simultaneously (12.5x13.5x18.5 cm; MED
Associates, St. Albans, VT, USA). Each Skinner box was housed in a sound-attenuating
cubicle (90x55x60 cm) constantly exposed to white noise (45 dB) and soft light (Cibertec,
S.A, Madrid, Spain). The boxes had a trough to receive food pellets (Noyes formula P; 45
mg; Sandown Scientific, Hampton, UK) by pressing a lever. Mouse food availability was

monitored for seven days before the test in order to reduce initial weight by 85%.

First, the animals (Prnp**= 49 and Prnp®°= 49) were trained to press the lever to receive
food pellets in a fixed-ratio 1:1. Seven daily sessions (20 min) were held. The boxes were
cleaned with soap and ethanol (30%) between trials. Obtaining 220 pellets for two
consecutive sessions was defined as the threshold to assume achievement of learning

criteria.

After this first evaluation of operant conditioning, we increased the paradigm complexity to
test our mice in a more demanding cognitive task for 10 days. Half of the animals that met
learning criteria were tested (Prnp**= 24 and Prnp®°= 20). The paradigm consisted of light
(ON period) and dark periods (OFF period) randomly distributed during the session. The
lever pulses during the light period (20 s) were reinforced with food pellets at a ratio 1:1.
The pulses during the dark period were not rewarded and were penalized by adding 10
more seconds (20 s + 10 s). The number of lever presses and the different conditioning
paradigms were monitored and recorded with the MED-PC program (MED Associates, St.
Albans, VT, USA).
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The statistical analysis was carried out using Anova 2-factors with sessions as repeated
measures and Bonferroni's multiple comparisons test (GraphPad Prism 6 software). The
asterisks indicate significant differences: **p < 0.01; and ***p < 0.001. Data are presented
as the mean + standard error of the mean or as a percentage (indicated in each figure axis).

Object recognition test

The object recognition test was performed in a homemade arena (30 x 25 x 20 cm) as
described (Clarke et al., 2010). A total of 46 mice were tested (Prnp**= 23 and Prnp®°= 24).
The test consisted of four phases of 10 minutes each. First, animals were habituated to the
arena without any object. One hour later, two identical plastic objects were placed in the
center of the arena for the training session. Short-term memory test was performed 2-3
hours later changing one of the objects. Finally, 24 hours later, the new object was changed

to another unknown obiject for the long-term memory test.

The arena and the objects were cleaned with soap and ethanol between trials to remove
olfactory cues. Mouse behavior was recorded with a video camera situated over the arena.
The exploratory behavior was measured, blinded, with the video recordings. Sniffing and
gently touching the objects were counted as exploratory behavior, but climbing and gnawing
the object were not. Fecal bodies were counted as an indicator of stressed behavior during
the habituation session. The statistical analysis was performed with Mann-Whitney non-
parametric test (GraphPad Prism 6 software). The asterisks indicate significant differences:
***n < 0.001. Data are presented as the mean * standard error of the mean or as a

percentage (indicated in each figure axis).

Surgery

A total of 98 adult male mice were operated on (Prnp**= 49 and Prnp®°= 49). Four of them
died during surgery and 33 were excluded because inability of obtaining a reliable recording.

In the end, the experiments were performed with 61 mice (Prnp**= 31 and Prnp®°= 30).

Surgery was performed as described (Rangel et al., 2009; Medrano-Fernandez et al.,
2018). Mice were deeply anesthetized with ketamine (35 mg/kg) and xylazine (2 mg/kg) i.p.
Electrodes were put in the right dorsal hippocampus (Fig. 3A). Two recording electrodes
were implanted in the stratum radiatum of the CA1 area (1.2 mm lateral to and 2.2 mm
posterior to Bregma; 1.3 mm under the cranium), and two stimulating electrodes were

implanted in the Schaffer collateral pathway in the CA3 region (2 mm lateral to and 1.5 mm
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posterior to Bregma; 1.3 mm under the cranium). Electrodes were homemade with 50 um
Teflon-coated tungsten wires (Advent Research, Eynsham, UK). The electrode localizations
were checked according to the field excitatory postsynaptic potential (fEPSP) profile evoked
by a single stimulation. A silver wire was fixed to the cranium as ground. All the wires were
soldered to a six-pin socket (RS Amidata, Madrid, Spain) fixed to the skull with dental

cement. Recordings started from a minimum of one week after the surgery.

Electrophysiology recordings

Six animals were recorded at the same time. Each animal was placed in a small plastic
cubicle (5x5x10 cm) in a larger Faraday box (30x30x20 cm). fEPSPs were recorded with a
high impedance probe (2x10*%Q, 10 pF) using differential amplifications at a bandwidth of
0.1 Hz-10 kHz (P511, Grass-Telefactor, West Warwick, RI, USA). For each experiment,

artefactual recordings were discarded.

The stimulation intensity threshold of each animal was set with paired-pulse stimulations at
40 ms of inter-stimulus interval. The intensity was set to 40-60% of the amount necessary

to evoke a suturing response. These intensity values were used for all the experiments.

Paired-pulse stimulation

For synaptic facilitation experiments, 51 mice (Prnp**= 27 and Prnp®°= 24) were stimulated
at Schaffer collaterals with two pulses at different inter-stimulus intervals (10, 20, 40, 100,
200, and 500 ms) at threshold intensities previously defined for each mouse. In all the
intervals, the stimulations were repeated 10 times. Data are presented as the mean of
percentage increases of fEPSP2 from fEPSP1 (fEPSP2 / fEPSP1 x 100) + standard error

of the mean.

Input/output curves

Schaffer collaterals of 29 mice (Prnp™*= 14 and Prnp®°= 15) were stimulated with paired
pulses at 20 increasing intensities (0.02 to 0.04 mA increased by 0.02 mA each step) at 40
ms of inter-stimulus interval. In all the intensities, the stimulations were repeated 10 times.

Data are presented as the mean of the fEPSP slope (V /s) + standard error of the mean.
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The same data are presented as the mean of paired-pulsed ratio (PP ratio) + standard error
of the mean. PP ratio is the percentage of the increase of the fEPSP2 from fEPSP1 (fEPSP2
/ fEPSP1 x 100). The area under the curve (AUC) was calculated from PP ratio of all the
animals using GraphPad Prism 6 software. The statistical analysis was performed using
Mann-Whitney non-parametric test or Anova 2-factors with sessions as repeated measures
and Bonferroni's multiple comparisons test (GraphPad Prism 6 software). The asterisks
indicate significant differences: *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001.

Long-term potentiation

First, fEPSP baseline values were recorded for 15 minutes with paired-pulse stimulus every
20 seconds (40 ms inter-stimulus). Next, long-term potentiation (LTP) was evoked with a
high frequency stimulation (HFS) protocol. HFS consisted of five trains of pulses at a rate
of 1/s (200 Hz, 100 ms) with the same intensity as the baseline recording. The HFS was
repeated six times at intervals of 1 minute. After the HFS protocol, the fEPSP slopes were
recorded as baseline for one hour. The following four days, the recordings were repeated
for 30 minutes.

Data are presented as the mean of the percentage compared to the baseline + standard
error of the mean. The statistical analysis was performed using Anova 2-factors with
sessions as repeated measures and Bonferroni's multiple comparisons test (GraphPad
Prism 6 software). The asterisks and the number signs indicate significant differences: *p <
0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001; *p < 0.01; and *#p < 0.001.

Electrophysiology data analysis

fEPSPs and 1 V rectangular pulses corresponding to stimulus presentations were saved on
a PC with an analog/digital converter (CED 1401 Plus, Cambridge, England). Data were
analyzed off-line using Spike2 and Signal 5.04 software with home-made representation
programs (Madrofial et al., 2009).

Kainate-induced epilepsy and seizure analysis

Adult (3-4 months old) male mice were used for these sets of experiments (Prnp**= 18 and
0/0—

Prnp™ = 20) as described (Carulla et al., 2015). KA (Sigma, Darmstadt, Germany) solution
was freshly prepared for each experiment in 0.1 M phosphate buffer. Mice were treated with

10 mg/kg of KA (b.w) three times: at 0 min, 30 min, and 60 minutes.
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After the first injection, mice were placed in clean boxes (1-3 animals/box) and their epileptic
behavior was monitored in situ and recorded with a video camera for 3 hours after
administration. Seizure severity was scored in grades following the following criteria: grade
I-11: hypoactivity and immobility; grade IlI-1V: hyperactivity and scratching; grade V: loss of
balance control and intermittent convulsions; grade VI: continuous seizures and bouncing
activity (also reported as blinking episodes or ‘pop-corn’ behavior). No mouse died during
the experiment. Data are presented as the mean + standard error of the mean or as a
percentage (indicated in each figure axis). The statistical analysis was performed with
Mann-Whitney non-parametric test (GraphPad Prism 6 software). The asterisk indicates

significant differences: *p < 0.05.

FluoroJade B staining

Mice were perfused seven days after the kainate administration with phosphate buffered
4% paraformaldehyde (PFA) dissolved in 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.3). Brains were
extracted and fixed with PFA overnight. The following day, they were cryoprotected in 30%
sucrose. Thirty-five um thick coronal sections were obtained with a frozen microtome (Leica,

Wetzlar, Germany).

Sections containing dorsal hippocampus were rinsed in 0.1M phosphate buffer and
mounted on gelatin-coated slides. The slides with the sections were dried at 37°C overnight.
The following day, they were treated at 50 °C for 20 minutes one hour before the staining
in order to improve adhesion. The staining started with pretreatment for 3 minutes in
absolute alcohol, followed by 1 minute in 70% ethanol and 1 minute in deionized water.
After that, they were oxidized in a solution of 0.06% KMnQO4 for 15 min. Following three
rinses (2 min) in deionized water, they were incubated in a solution of 0.001% FluoroJade
B (Chemicon, Temecula, CA, USA) containing 0.05% of DAPI in 0.1% acetic acid for 30
minutes. Finally, the slides were rinsed in deionised water (3 min), dried with decreasing
dilutions of ethanol (from 70% to 100%), cleared with xylene, and cover-slipped with
EukittTM (Merck, Darmstadt, Germany). Sections were examined using an Olympus BX61

epifluorescence microscope (Hamburg, Germany).
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Primary cultures

Primary cortical cultures were obtained from E16-E17 Prnp** and Prnp®® mouse embryos
as explained (Urrea et al., 2018). Brains were removed from the skull and rinsed in cold 0.1
M phosphate buffer containing glucose (6.5 mg/ml). Cortical lobe pieces with the meninges
removed were disaggregated with trypsin for 15 minutes at 37 °C. Horse serum was added
afterwards as a trypsin inhibitor. Cells were isolated mechanically with pipette after
treatment with 0.025% DNase for 10 minutes at 37 °C.

One million cells were plated on a 35 mm diameter glass-bottom culture dish gridded (Ibidi,
Martinsried, Germany) previously coated with poly-D-lysine. Neurobasal medium
supplemented with 6.5 mg/ml glucose, 2 mM glutamine, penicillin/streptomycin, 5% of horse
serum, and B27 was used as culture medium. After 24 hours, the medium was replaced
with the same medium supplemented with 2.5% horse serum. The medium was changed
every other day. Horse serum was removed from the medium the eighth day of culturing.

Calcium imaging in neuronal culture

The cortical cultures were infected 24 hours after seeding with AAV-Syn_GCaMP6 (Chen
et al., 2013) obtained from Addgene (Watertown, MA, USA). The cells started to express
GFP reporter at 6-7 days in vitro (Div). Calcium imaging was recorded at 8, 11, 13, and 15
Div with an Olympus IX71 inverted microscope (Hamburg, Germany) equipped with an
ORCA-Flash 4.0 camera (Hamamatsu Photonics, Shizuoka Pref., Japan). During recording,
the cells where maintained in an incubator at 5% CO2 and 37°C (Okolab S.R.L., Pozzuoli,
Italy). The same region of the culture were recorded throughout the days following the

culture dish grid. Photos were captured at 470 nm wavelength every 120 ms for 5 minutes.

Neuronal activity traces, spike events and network bursts

The recordings were analyzed offline using the MATLAB toolbox NETCAL
(www.itsnetcal.com). First, a highly contrasted image of the average fluorescence of the
recording was created, and regions of interest (ROIs) were automatically detected as those
objects with a circular shape and whose brightness was over a preset threshold. About 400
ROIls, covering uniformly the field of view, were typically identified per recording, The

average fluorescence Fi(t) in each ROl i along the recording was then extracted, corrected
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from global drifts and artifacts, and finally normalized as (Fi (t) - F,y) / Fo,) = fi (t), where

Fo, is the background fluorescence of the ROI.

The time series of fi (t) were analyzed with NETCAL to infer the timing of neuronal
activations using the Schmitt trigger method. This method scanned the fluorescence traces
for events that first passed a high threshold and then remained elevated above a second
lower threshold for at least a certain minimum duration. Shorter events were discarded. In
our analysis we used +2 standard deviations (s.d.) of the mean of the baseline noise as the
high threshold, +1.5 s.d. as the low threshold, and 200 ms as the minimum event length.
Raster plots of network activity were then constructed by representing the trains of detected

neuronal spikes along time.

Network bursts were analyzed to quantify the ability of the neuronal networks to exhibit
coordinated dynamics, the collective activation of a group of neurons in a short time window.
Burst were investigated using two approaches. Firstly, raster plots of spikes events were
investigated to detect collective occurrences in which at least 5% of the neurons in the
network fired synchronously. This threshold of 5% was set to disregard random activations.
In the second approach, the fluorescence time series of all neurons in the network was
averaged and the resulting trace analyzed with the Schmitt trigger method to detect
sufficiently strong fluorescence peaks and that were associated with bursting episodes.
Both approaches procured consistent results. Although the detected bursts contained
different number of participating neurons, this information was disregarded in the present
analysis and treated later. The total number of detected network bursts divided by the

duration of the recording reflected the activity of the culture (indicated as bursts/min).

The fraction of active neurons in the network was calculated as follows. All detected ROIs
were ascribed as neurons. After inferring the spikes trains, those neurons exhibiting at least
2 spikes along the recording were considered active, and their number N, set as a proxy of
the healthy population in the network. The average fraction of active neurons in each

condition was then determined as f = Na/Nt, where N+ the total number of detected ROIs.

10 videos of each genotype where analyzed. Data are presented as the mean of network
burst/minute + standard error of the mean. The statistical analysis was performed using
Anova 2-factors with Div as repeated measures and Bonferroni's multiple comparisons test
(GraphPad Prism 6 software). The asterisks indicate significant differences between Prnp**
and Prnp®° culture at a given Div: *p < 0.05 and ***p < 0.001. The number signs indicate

significant differences between a given Div with the initial value at 8 Div: *#p < 0.001.
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RESULTS

The absence of PrP€ has been related to deficiencies in behavior, learning, and memory in
several mouse models (Criado et al., 2005; Gadotti et al., 2012). However, this is still
controversial since other groups have reported no differences with control mice (Bleler et
al., 1992; Salazar et al.,, 2017). This controversy may be explained by the different
experimental procedures and, in particular, the comparison of mice with impure background
such as the ZHI model with the Flanking genes (Nuvolone et al., 2013). In order to evaluate
the real implication of PrP€ in behavioral systemic tasks, we performed a battery of behavior

tests with the new ZH3-Prnp®°® mouse model (Nuvolone et al., 2016).

Reduced activity and anxiety-related behavior in Prnp® mice

Firstly, we performed the open field test to measure mouse activity. Prnp** and Prnp®°

(n=
49 in both genotypes) mice were individually placed in the open field arena for 15 min and
their activity was evaluated on the X, Y, and Z axes with a laser grid (Fig. 1A). Prnp®® mice
moved significantly less in the field, showing reduced motility (Prnp** = 3725 + 93 a.u.; and

Prnp®°= 3370 + 95 a.u.; p = 0.009; T-test) (Fig. 1B).

Anxiety and stress aggravate the natural aversion of rodents to exploring exposed and
unknown areas such as the center of the arena in the open field test. In order to evaluate
anxiety-like behavior in Prnp®°® mice, we monitored the time spent by the animals in the
center and periphery of the arena. Prnp** mice spent the same time in both sections, while
PmpO/o
like behavior (Prnp**: Center = 303.3 + 14.5; Periphery = 345.7 + 18,0; and Prnp®°: Center
= 288.2 + 15.1; Periphery = 394.3 + 20.3; p = 0.071 and p < 0.0001 respectively; T-test)

(Fig. 1C). Stressed behavior was also assessed by counting the number of rearing and

animals remained significantly more time in the periphery area showing an anxiety-

% mice displayed significantly fewer rearing episodes (Prnp** =

52 + 2; and Prnp®° = 26.6 + 1.7; p < 0,0001; T-test) and more immobility episodes (Prnp**
= 6.6 = 1.2; and Prnp®© = 12.4 + 0.9; p < 0,0001; Mann-Whitney test) showing deficient

interaction with the environment and confirming the anxiety-like behavior (Fig. 1D).

immobility episodes. Prnp
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Prnp® mice failed instrumental learning task

Our next goal was to check the capabilities of Prnp®° mice in performing highly demanding
learning tasks. Instrumental learning capabilities were tested with operant conditioning in
the Skinner box. The test was performed with 98 animals (n = 49 in both genotypes) and
consisted of daily sessions (7 days, 20 minutes) in which the ability to learn that food pellet
delivery was controlled by pushing a lever near the trough (Fig. 2A). Prnp** mice pressed
the lever significantly more times from session 3 than the Prnp®° animals (Session 3:
Prnp*™*= 40.2 + 5.1 and Prnp®° = 23.3 + 3.2 p = 0.0023; Session 4: Prnp**=53.0 + 3.9 and
Prnp° = 29.4 + 3.1 p < 0.0001; Session 5: Prnp**=55.1 + 3.3 and Prnp®°=36.1+39p =
0.0003; Session 6: Prnp**= 70.5 + 4.1 and Prnp®°= 38.3 + 3.9 p < 0.0001; Session 7:
Prnp**= 59.9 + 2.3 and Prnp®°= 39.6 + 3.5 p < 0.0001; Bonferroni's multiple comparisons

% mice did not meet learning criterion

test, Anova 2-factors). Thirty-one percent of Prnp
(obtaining at least 20 pellets for two consecutive sessions) at the end of the training session.

In contrast, 100% of the Prnp** animals met the criteria from session 6 (Fig. 2B).

%0 mice showed instrumental learning deficiencies. However, as we saw in the open

Prnp
field test, they displayed considerable inactivity behavior (Fig. 1). In order to distinguish the
reduction of activity from true learning deficits, 44 mice (n: Prnp**= 24 and Prnp®°= 20)

were subjected to a more complex paradigm in the Skinner Test.

The animals were trained to push the lever only when a light bulb was switched on (ON
period). If the lever was pressed when the bulb was switched off (OFF period), the animal
did not receive the food pellet and, in addition, the switching on interval was delayed as a
penalty. As we expected due to their increased motility, the total number of lever pulses in
the OFF period was higher in the Prnp** mice, drastically reduced during the sessions
(Session 1= 134.8 £+ 13.3; Session 10= 39.7 £ 5.2). In parallel, they increased the number
of pulses in the ON period (Session 1= 26.9 + 1.8; Session 10= 45.7 £ 2.8) (Fig. 2C). In
contrast, Prnp®° individuals showed a reduced decrease of pulses in the OFF period
(Session 1=73.2 £ 11.7; Session 10= 26.5 + 3.9) and an incipient increase in the ON period
(Session 1=23.4 + 1.6; Session 10=31.1 + 2.9) (Fig. 2D). The learning capacity, measured
as the difference in the curve slope during ON or OFF periods, was drastically reduced in
Prnp®® mice (OFF: Prnp**=-12.5 R?= 0.90 ; Prnp®°= -5.9 R?= 0.92 ; ON: Prnp**= 2.3 R%=
0.96 ; Prnp®°= 0.8 R?= 0.48) (Figs. 2C, 2D). These differences show that Prnp®® mice failed
to learn to avoid OFF periods and pushing the lever during the ON periods, indicating that

PrP¢ seems to be necessary for the full acquisition of instrumental learning goals.
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Finally, episodic memory was evaluated with the object recognition test. Many Prnp®° mice
were almost immobile during the test and interacted with the objects just for a few seconds

0/0

(Fig. S1). Therefore, we discarded this approach because Prnp”™ mice inactivity rendered

the learning results unreliable. Importantly, Prnp®°

mice defecated significantly more than
the Prnp** animals confirming the anxious behavior described with the open field test (Fig.

s1).

Increased excitability in Prnp®° Schaffer collateral pathway

PrP¢ has been described as a regulator of glutamate synapse and its excitability
(Khosravani et al.,, 2008; Rangel et al., 2009). The glutamate system has primary
responsibility for cognitive functions such as learning and memory. Therefore, we evaluated

90 mice in an effort to

the consequences of PrP¢ deletion in glutamate connectivity in Prnp
understand the cognitive and behaviorial deficits we had observed. This question was
addressed by studying the well-characterized Schaffer collateral pathway in the
hippocampus. Stimulating and recording electrodes were permanently implanted in mice
CA3 and CALl regions, respectively (see Material and methods). This approach enabled us
to measure the field excitatory postsynaptic potential (fEPSP) generated in CA3-CAl
connection in behaving mice with different experimental approaches over the course of

several days (Fig. 3A).

First of all, the synaptic facilitation evoked by the presentation of a pair of pulses in the CA3
region was evaluated. This is a presynaptic plastic phenomena of excitatory synapses
related to increased neurotransmitter release. Paired-pulse facilitation was tested in Prnp*’*
(n = 27) and Prnp®° (n = 24) mice at different inter-stimulus intervals (10, 20, 50,100, 200,
and 500 ms). This approach generates a higher fEPSP from the second stimulus (fEPSP2)
than the first (fEPSP1) at short intervals due to presynaptic facilitation. In our experiments,
no differences were observed between Prnp** and Prnp®° facilitation (Fig. 3B). These
results suggest that PrP€ does not participate in presynaptic mechanism related to synaptic

facilitation.

Our next goal was to analyze the consequences of PrP¢ ablation in synaptic excitability.
The slope of fEPSPs facilitation evoked by paired-pulse (40 ms inter-stimulus interval)

+/+

stimulation was measured at increasing intensities (0.02 to 0.4 mA). In Prnp™™ (n = 14) mice,
fEPSP1 and fEPSP2 increased steadily more or less in parallel after 0.18 mA stimulation,

reaching asymptotic values at 0.32 mA. fESPS2 was significantly greater in three
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stimulation intensities before arriving at the asymptotic values showing synaptic facilitation
(0.24 mA: fESPS1 = 0.57 = 0.1 V/s and fEPSP2 = 1.19 + 0.2 V/s p = 0.030; 0.26 mA:
fESPS1=0.70 £ 0.1 V/s and fEPSP2 =1.32 + 0.2 V/s p = 0.031; 0.24 mA: fESPS1 = 0.80
+ 0.1 V/s and fEPSP2 = 1.42, £ 0.2 V/s p = 0.028, Bonferroni's multiple comparisons test,
Anova 2-factors). From 0.26 mA stimulation, fEPSP1 and fEPSP2 were statistically equal,
so there was no synaptic facilitation at high intensities (Fig. 3C). This phenomenon has
been described as a putative protective mechanism in high intensity insults to maintain
hippocampal homeostasis (Madrofial et al., 2009). In contrast, in Prnp®® (n = 15) connection,
fEPSP1 and fEPSP2 did not increase in parallel, showing exacerbated facilitation and
suggesting the absence of this protective mechanism (Fig. 3D). EPSP2 was significantly
greater than fEPSPL1 at higher intensities (i.e.: 0.28 mA: fESPS1=0.4 +0.1 V/s and fEPSP2
=1.09 +0.2 V/s p=0.010; 0.32 mA: fESPS1 =0.57 £ 0.1 V/s and fEPSP2 =15+ 0.3 V/s
p = 0.0002; 0.36 mA: fESPS1 = 0.67 + 0.1 V/s and fEPSP2 = 1.73 + 0.3 V/s p < 0.0001;
0.40 mA: fESPS1 = 0.9 = 0.2 V/s and fEPSP2 = 1.73 £ 0.4 V/s p = 0.004; Bonferroni's
multiple comparisons test, Anova 2-factors). Prnp** fEPSP1 increased steadily to greater
asymptotic values than Prnp®° fEPSP1 (from 0.3 mA stimulation = 50% increased), but
fEPSP2 were almost equal (fEPSP1: Prnp**= 1.0 V/s; Prnp®°= 0.7 V/s and fEPSP2: Prnp*"*
= 1.5 V/s; Prnp®®= 1.6 V/s). Consequently, the increase in fEPSP1 related to fEPSP2 was

+/+;

around 50% in Prnp**individuals, but more than 140% in their Prnp®° counterparts.

The exacerbation of synaptic facilitation was clearly observed with the paired-pulsed (PP)
ratio (FEPSP2/fEPSP1 x 100). At high intensities PP ratio was larger in the Prnp®°
connection (Fig. 3E). The area under the curve (AUC) from 0.24 mA intensity was
significantly lower in the Prnp** (Prnp** = 26.07 + 4.0 a.u and Prnp®®=40.75+ 7.1 a.up =
0.04; Mann-Whitney non-parametric test) (Fig. 3F). These results indicate that PrP¢
regulates neuronal excitability and synaptic homeostasis at high intensity stimulations,

playing a neuroprotective role.

High frequency stimulation generated epileptic crisis in Prnp%° Schaffer collateral

pathway and failed to induce LTP

LTP is a form of synaptic potentiation related to learning and memory acquisition (Martin et
al., 2000). PrP¢ has been described as a regulator of NMDA receptors, the main post-
synaptic players in LTP induction (Khosravani et al., 2008; Ferreira et al., 2017). Moreover,

0/0

it was shown that Prnp”™ mice had decreased LTP (Manson et al., 1995; Criado et al.,

2005). However, others have found that Prnp®° mice had no alterations in LTP (Lledo et al.,
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1996; Lauren et al., 2009). In order to redefine the function of PrP¢ in LTP, we performed
an LTP induction protocol based on high frequency stimulation (HFS) presentation to

Schaffer collaterals of Prnp®°® and Prnp** mice (n= 20 both genotypes).

First, baseline signal was recorded for 15 minutes with a double pulse at an inter-stimulus
of 40 ms. Afterwards, HFS was presented 6 times (1/min). This consisted of five trains (200
Hz, 100 ms) of pulses (1/s) (see Material and method for details). Recording were
maintained for 60 minutes immediately after the HFS and repeated 30 minutes daily for 4

days from HFS presentation session.

Prnp*’* connection displayed significant LTP for both pulses (Fig. 4A). fESPS1 and fESPS2
were significantly larger than the baseline after the HFS and this potentiation lasted for the
5 days of recording. As expected, HFS reduced paired-pulsed facilitation the first day due
to excessive release of neurotransmitters in the first stimulation. From the second day,
facilitation recovered steadily but with a range of increase from 350% to 150% with respect
to fEPSP1 (i.e.: Baseline: fEPSP1= 100%; fEPSP2= 268.2 + 43.1%; Day 1: fEPSP1=478.3
+ 78.4 %; fEPSP2= 441.1 + 140.2%; Day 3: fEPSP1= 310.4 + 47.0%; fEPSP2= 466.3 +
106.7%). In contrast, Prnp®° LTP induction was virtually nonexistent and paired-pulsed
facilitation was maintained (= 60%) friom the first day (i.e.: Baseline: fEPSP1= 100%;
fEPSP2= 158.4 + 23.0%; Day 1: fEPSP1= 153.43 + 15.7%; fEPSP2= 224.3 + 39.8%; Day
3: fEPSP1=114.2 + 11.9%; fEPSP2= 160.4 + 23.8%) (Fig. 4B).

0 (j.e.: Day 1: Prnp** =

In addition, Prnp*"* presented significantly larger fEPSP1 than Prnp
478.3 + 78.3%; Prnp®® = 153.4 + 15.7% p < 0,0001; Day 3: Prnp*"* = 399.9 + 65.0%; Prnp®°
= 131.8 + 12.3% p = 0.0009; Day 5: Prnp** = 226.3 + 29.4%; Prnp®°® = 84.7 + 8.0% p =
0.034; Bonferroni's multiple comparisons test, Anova 2-factors) (Fig. 4C). Following the
same tendency, Prnp®° fEPSP2 was also smaller than Prnp** fEPSP2 (i.e: Day 1: Prnp** =
441.1 + 140.2%; Prnp®° = 224.3 + 39.8% p = 0.008; Day 3: Prnp** = 466.3 + 106.7%; Prnp®°
=181.4 + 25.9% p = 0,051; Day 5: Prnp** = 433.1 + 87.7%; Prnp®° = 133.53 + 18.0% p =
0.06; Bonferroni's multiple comparisons test, Anova 2-factors) (Fig. 4D). These results show

that LTP increased fEPSPs in Prnp** connection but not in Prnp®°.

0/0

Interestingly, Prnp™ Schaffer collaterals did not generate LTP. These results were

90 had even

surprising and were not in accordance with previous publications in which Prnp
exacerbated LTP (Rangel et al., 2009). Trying to explain these results, we checked the in
situ register in detail during HFS protocol (Fig. 4E). It was observed that 55% of the Prnp®°

mice suffered from epileptic seizures due to HFS while just 20% of the Prnp** did (Fig. 4F).

163



Resultats: Capitol Il

The Prnp®° epileptic crises tended to be longer (but not significantly) than those suffered by
Prnp** mice (Prnp** = 12.08 + 3.3 s; Prnp®° = 19.55 + 2.5 p = 0.12; Mann-Whitney Test).

We postulate that this exacerbated excitability in Prnp®°

synapse impaired LTP generation.
HFS may bring about an aberrant synaptic activation (even generating epileptic seizures)
that enables activation of the molecular mechanisms needed for LTP induction. Therefore,
as published with chemoconvulsants models (Walz et al., 1999; Carulla et al., 2015), PrP¢

may exert a protection against electrical stimulation epilepsy.

Enhanced susceptibility to kainate-induced seizures in Prnp®° mice correlates with

neuronal death in CA1-CA3 piramidal layers

%0 Schaffer collaterals point out a role of PrPC

Electrophysiological results from Prnp
regulating synaptic excitability and neuroprotection against electrical-driven epilepsy. PrP¢
has also been reported, with some controversy, as a neuroprotector against
chemoconvulsants such as PTZ and kainic acid (KA) (Striebel et al., 2013; Carulla et al.,
2015). In order to confirm this phenotype, we performed an epilepsy induction protocol with

KA in our ZH3-Prnp®® mouse model.

The administration protocol consisted of three injections of KA (10 mg/Kg body weight) at
intervals of 30 minutes. Adult male Prnp** (n=18) and Prnp®° (n=20) mice were treated.
Mouse epileptic behavior was monitored for 3 hours after the first administration. Seizure
and blinking episodes were counted. Each mouse epileptic phenotype was categorized in
six stages according to its severity (see Materials and methods). Reaching at stage V

implies having suffered at least one severe epileptic episode.

67% Prnp™* mice did not suffer any severe epileptic episode (stage I-1V). Only 22% and
11% arrived at stage V and VI respectively, displaying an epileptic phenotype. In contrast,
55% of Prnp®° mice suffered severe epileptic episodes: 20% arrived at stage V and 35% at

stage VI (Fig. 5A and Supplementary movie 1). Moreover, Prnp®°

mice presented more
seizure and blinking episodes per animal than Prnp*’* individuals (Seizure: Prnp**=1.06 +
0.83; Prnp®® = 2.45 + 0.74 p = 0.019; Blinking: Prnp™* = 0.22 + 0.13; Prnp®® = 0.95 + 0.29

p = 0.069; Mann Whitney test) (Fig. 5B).

CA3 and CAL regions of hippocampus are the main target of the excitotoxicity damage
driven by KA administration (Vincent and Mulle, 2009). In order to evaluate neuronal

damage after KA-induced epilepsy, FluoroJade B staining was performed in treated-mouse
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0/0

brain coronal sections (7 days after treatment). Prnp~™ showed significant neuronal death in

CA1 and CA3 pyramidal layers, while no signal was observed in Prnp** sections (Fig. 5C).

These results demonstrate that the absence of PrP¢ seems to generate an exacerbated
synaptic excitability that increases the susceptibility to electrical and KA-induced seizures,

even causing neuronal death in hippocampus.

Neuronal Prnp®°-derived cultures show reduced bursting and impairment in network

formation

PrPC¢ has been described as a regulator of neurogenesis and neuronal differentiation in vitro
and in vivo (Steele et al., 2006; Bribian et al., 2012). Moreover, defects in neuronal
connectivity and maturation are related to epilepsy (Stafstrom and Carmant, 2015).

Consequently, we tested whether Prnp®°

increased excitability might come from alterations
in neuronal differentiation that may cause aberrant connectivity and an immature neuronal
network. To analyze the connectivity, calcium imaging was performed in cortical neural

0/0

cultures (n= 10 in both genotypes) from Prnp** and Prnp®® mouse embryos (E16-E17).

The day after the culture, primary cells were infected with adeno-associated virus carrying
Syn_GCaMP6 construct (Chen et al., 2013). This protein allowed us to record calcium
transients in neurons and infer neuronal activity. We recorded the same region after 8, 11,

13, and 15 days in vitro (Div) (see Materials and methods for details).

0/0

Prnp** and Prnp®° cultures displayed the same number of collective bursts/min at 8 and 11

Div. After that, a delay in Prnp®® neuron maturation was observed compared with controls.

Prnp** cultures increased the number of bursts/min significantly at 13 Div; however Prnp®°

cultures needed two days more, at 15 Div (Fig. 6A-B). Moreover, Prnp** neurons performed
significantly more bursts/min at 13 Div and 15 Div than Prnp®°
firing interval (8 Div: Prnp** = 0.62 + 0.4; Prnp®® = 0.16 + 0.1; 13 Div: Prnp*"*= 4.86 + 1.1;

Prnp®® = 1.38 + 0.4 p < 0.001; 15 Div: Prnp”*=9.30 + 0.7; Prnp®° = 5.46 + 0.4 p < 0.001;
0/0

ones showing a reduced

Bonferroni's multiple comparisons test, Anova 2-factors). The Prnp”" cultures also showed
a reduced size of the synchronous bursts (Fig. 6C). In the control culture around 80% of the
neurons activated together at 11, 13 and 15 Div, while in the Prnp®© just around 50% did.
These results show that collective bursting is reduced and delayed in Prnp®° culture,

suggesting that PrPC€ is necessary for network formation and maturation.
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DISCUSSION

PrP° has been related to several physiological functions using in vivo mouse approaches;
however, the consequences of PrP¢ deletion on behavior and cognition have not been
extensively evaluated (Wulf et al., 2017). There are some published studies of Prnp®°
mouse behavior, but PrP¢ real function is still unclear. PrP¢ participation in cognitive
capabilities and behavior, as well as other functions related to PrPC, still remain obscure,
especially after the description of the so-called Flanking genes in ZHI-Prnp®° model that
masked specific PrP¢ roles (Nuvolone et al., 2013). Here we assess the consequences of
the absence of PrPC in behavior and neurotransmission using the new pure ZH3-Prnp®°

mouse model (Nuvolone et al., 2016).

ZH3-Prnp® mice display reduced motility in the open field test. The reduced rearing

exploration and peripheral predilection in the arena, and high defecation rate observed in

0/0 0/0

Prnp™ mice, suggest an anxiety-like behavior that can explain their reduced motility. Prnp
mice also failed to achieve instrumental learning in the Skinner box. Striking differences in
motility between the wild-type and knock-out mice were appreciated using this approach,
but learning capacity based on ON/OFF paradigm confirmed the deficiencies in operant
conditioning, a type of associative learning. In accordance with our results, alterations in
locomotor activity and increased latency to initiate exploration were previously reported in
other Prnp®® mouse models (Coitinho et al., 2003; Criado et al., 2005). Anxiety-related
behavior (Schmitz et al., 2014a), depressive tendencies (Gadotti et al.,, 2012), and
alterations in spatial memory and learning have been also described (Criado et al., 2005;
Schmitz et al., 2014b). In contrast, Bueler et al. reported no alterations in ZHI-Prnp®°
behavior (Bueler et al., 1992). This disparity in results might be explained by the age of the
animals used in the study. Bueler and collaborators performed the test with young animals
(10-14 weeks) which could potentially uncover the behavior impairment as it was reported
to be an age-dependent decline in other publications using ZHI model (Rial et al., 2009;

90 mouse behavior. In

Schmitz et al., 2014b). Another group also showed no deficits in Prnp
that study, Prnp was conditionally deleted at 12 or 16 months and the results showed no
alterations in Morris water maze or object recognition test (Salazar et al., 2017). Again, this
was probably due to age-dependent factors. We reported behavioral deficits in Prnp®°
mouse models with some discrepancies with the previous works, maybe related to age-

related sampling and the background of the mice. We hypothesize that PrP¢ regulates brain
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development and neuronal connectivity, and therefore its absence impairs the integrity of

neuronal circuitry in an age-related manner.

Glutamate neurotransmission is in large part responsible for cortical signaling, and its
impairment has been related to behavioral deficits (Russo and Nestler, 2013). PrP¢ has
been described as a regulator of glutamate synapse (Watts et al., 2018). Even glutamate
inhibition with a NMDA antagonist (MK-801) ameliorates depressive-like behavior in Prnp®°
mice (Gadotti et al., 2012). Thus, our next step was to study glutamate connectivity to
understand the behavior alterations. Schaffer collaterals of the hippocampus were
evaluated as a well-defined model of glutamate circuitry and for their implication in operant

conditioning, spatial learning, and anxiety-related behavior (Anacker and Hen, 2017).

Paired-pulse facilitation test did not show differences between Prnp®° and Prnp** animals.
Therefore, PrP¢ deletion did not alter, at least in our model, synaptic facilitation. These
results may be explained by the fact that synaptic facilitation is mainly a presynaptic
phenomenon (Jackman and Regehr, 2017) and PrP¢ has been related to post-synaptic

neurotransmission mechanisms (Khosravani et al., 2008; Carulla et al., 2011).

However, Prnp®°

Schaffer collaterals displayed increased excitability at high intensities in
the input/output curves test, correlating with increased susceptibility to KA-induced
seizures. This epileptogenic phenotype may explain our results on anxiety behavior in

Prnp®°

mice. Comorbid anxiety disorders affect patients with epilepsy (Kanner, 2011), and
cognitive decline has been described in epileptic animal models (Medel-Matus et al., 2017).
Moreover, increased excitability was previously reported, especially in susceptibility to KA,
NMDA, and PTZ insults (Walz et al., 1999; Rangel et al., 2007). Aberrant lateral and
collateral branching in the mossy fibers of the hippocampus, a phenotype characteristic of

epileptic models, was reported in Prnp®°

mice (Colling et al., 1997). Results suggesting a
PrP€ role in the modulation of neuronal excitability has been clearly described: reduction
after hyperpolarization potentials in Prnp®° hippocampal CA1 regions (Mallucci et al., 2002);
PrP€ regulation of Ca?* overloads after glutamate-agonist treatment in neurons in vitro (De
Mario et al.,, 2017), and, a copper-dependent modulation of NMDAR complex to

allosterically reduce glycine affinity (You et al., 2012).

Contradictory results were published by other groups, who described an elevated epileptic
0/0

threshold in Prnp™ hippocampal slices treated with bicuculline, zero-magnesium
conditions, and PTZ (Ratte et al., 2011), and also normal neurotransmission-associated

parameters compared with wild-type mice (Lledo et al., 1996). Both studies recorded
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o model, a mouse with a triple mixture background

hippocampal slices of FVB/N Prnp
(FvB/129Sv/C57BL6) which carried the Flanking genes (Nuvolone et al., 2013). Distinct
susceptibility to kainate-induced seizures among mice with different backgrounds has
clearly been demonstrated; even the FvB model has been described as highly susceptible
to epilepsy (Royle et al., 1999; McKhann et al., 2003). Furthermore, our group described
the implication of genetic backgrounds and the Flanking genes to KA-induced epilepsy in
different Prnp®® mouse models (Carulla et al., 2015). Our results using ZH3-Prnp®° animals
in KA susceptibility were similar to those previously obtained with the other available Prnp®°
co-isogenic mouse model, the 129/Ola (Carulla et al., 2015). Therefore, we postulate that
these contradictory results published about the excitability of Prnp®® synapse may be
explained by the mouse backgrounds, the Flanking genes effect, and the experimental

approach; PrP¢ indeed protects against KA-induced epilepsy.

Our results show that HFS causes epileptic seizures in the majority of Prnp®® mice and fails
to generate significant LTP. Some controversial results have been published about the
implication of PrP¢ in LTP generation. Different experimental approaches (hippocampal
slices or in vivo) and a mixture of mouse models with distinct backgrounds were used,
generating non-comparable data (Collinge et al., 1994; Lledo et al., 1996; Criado et al.,
2005; Rangel et al., 2009). Here we postulate that the absence of PrP€ results in LTP
induction failure due to exacerbated synaptic excitability, although we cannot rule out a
GABAergic disinhibition. It is well demonstrated that severe epileptic seizures cause
neuronal death, which hampers LTP generation impossible. Moreover, non-severe epileptic
seizures generate similar molecular and synaptic changes to LTP (Reid and Stewart, 1997,
Meador, 2007). This suggests that non-severe HFS-induced seizures somehow saturate
the post-synaptic terminal, over-activating LTP-induction mechanisms that reduce the
capacity of LTP production by HFS. Additionally, PrP¢ has also been related to key proteins
required for LTP mechanism such as PSD-95 (Carulla et al., 2011) and AMPA and NMDA
receptors (Khosravani et al., 2008; Watt et al., 2012; You et al., 2012; Ferreira et al., 2017).

The data presented showed that Prnp®°® hippocampal synapse is highly excitable and
epileptogenic. Epilepsy is caused by an imbalance between excitation and inhibition in the
brain circuitry from both acquired and genetic factors. Alterations in brain connectivity due
to developmental alterations, traumas, or infections constitutes one of the main causes of

this imbalance (Stafstrom and Carmant, 2015). In order to assess whether the epileptic
0/0

phenotype displayed by our Prnp™ animal came from neuronal connectivity alterations, we

0/0

studied bursting and network formation in Prnp™-derived neuronal cultures. We observed
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that Prnp®° cultures did not mature and connect properly; they displayed asynchronous and
very low bursting compared to wild-type cultures. These results indicate that the absence
of PrPC causes a delay in neuronal maturation and network formation. PrP€ was previously
related to neuronal differentiation in vitro in neural precursors (Steele et al., 2006) and in
neurons derived from TSE-derived iPSC (Matamoros-Angles et al., 2018), and in vivo in the
hippocampus (Steele et al., 2006) and in the olfactory bulb (Parrie et al., 2018).

Increased knowledge of PrP¢ roles in physiology will be critical for the understanding of TSE
pathophysiology, beyond the misfolding and PrPS¢ accumulation. Our work characterizes
for the first time the effects of Prnp deletion on behavior, learning, and neurotransmission
in the ZH3 mice. The absence of PrP€ impairs neuronal network formation and connectivity,
producing enhanced susceptibility to excitotoxicity insults such as HFS and KA exposure.
This epileptogenic circuitry seems to impair highly cognitive-demanding functions such as
associative learning, and yields anxiety-like behavior.
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Figure 1. Prnp® mice show reduced activity and anxiety-related behavior. A,

Representative images of Prnp** and Prnp®® mice exploring behavior in the open field test.
B, Mice activity in the open field test as the sum of the movement in the X + Y axis. C, Time
spent by the mice in the center and periphery of the open field arena. D, Number of rearing

0/0

and immobility episodes displayed by Prnp** and Prnp®® mice during open field test. Data
are presented as mean + SEM. **p < 0.01 and ***p < 0.001 (T-test for B and Mann-Whitney

non-parametric test for C and D).
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Figure 2. Impairment of instrumental learning with Skinner box test in Prnp®® mice. A,

Lever pulses of Prnp**and Prnp®° mice in the Skinner box in the 1:1 paradigm. The test
was performed daily for 7 consecutive days. B, Percentage of mice reaching learning
criteria (obtain at least 20 food pellets for two consecutive days) in each session of Skinner
box test. C, D, Lever pulses of Prnp™* (C) and Prnp®° (D) mice in the Skinner box ON/OFF
paradigm. The line shown are the linear tendency that best fit with the mean values of the
ON (grey) or OFF (black) lever pulses. Tendency lines formulas are presented with their R?
coefficient. Data are presented as Mean + SEM in A, C and D; and as percentage in B. **p
< 0.01 and ***p < 0.001 (Anova 2-factors with sessions as repeated measures, Bonferroni’s

multiple comparisons test).
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FIGURE 3

A B - Prnp%
Record B Prop
Ground 300
Stimulation
/ 250 |-
/ 200 |
o
(=]
o
w0
DG 8 100 |-
§ 50 I~
w
o
HLH O 1 1 1 1 1 J
el o o
& d @ & & &
& & & ) ) )
K S © K (N PN
++ 0/0
Prnp Prnp
251 25 *****
I fEPSP 1 B fEPSP 1 il
20 Il =PsP 2 2,0 I ePsP 2
15 15
m %)
) > 10
. g
o [72]
205 505
%) w
g i
"U:IO,O J = 0,0 !
&
> o° o o
Intensity (mA)
500 " S 60 *
—_ | = ) I 1
8 | I o 50 |-
400 [ Pmp 5 'I'
= &}
@ 2 4o
w P
ha D
o 2 30
8__) D
4]
o o) |
g Z 20
ke i)
3 Zoor
o
o
o 0 1 L 1 1 1 L 1 1 1 il L 1 1 1 L 1 1 L L J 0
Qp"l' Q‘} Qs?‘ Prnp ** Prnp 0/0

Intensity (MA)

172




Capitol lll: Resultats

Figure 3. Prnp®° mice Schaffer collaterals show enhanced excitability. A, Schematic
representation of electrodes implanted in mouse right dorsal hippocampus. Two stimulation
electrodes are implanted in Schaffer collateral pathway in CA3 region and the recording
ones in CAl stratum radiatum. B, Effects of paired-pulse stimulation of the Schaffer
collateral pathway after the presentation of different inter-stimulus frequency stimulations
(10, 20, 40, 100, 200, 500 ms). Data are presented as the percentage of increase of fEPSP2
with respect to fEPSP1 (fEPSP2 / fEPSP1 * 100). C, D, Input/output curves of fEPSPs (V /
s) in CA1 after the presentation of paired-pulse increasing intensity stimulus in CA3 area
(0.02 mA to 0.4mA) of Prnp** (C) and Prnp®° (D) mice. E, Paired pulse ratio (fFEPSP2 /
fEPSP1 * 100) of data in C and D. F, Area under the curve (a.u.) of PP ratio from 0.24 mA
intensity. Data are presented as Mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (Anova
2-factors with sessions as repeated measures, Bonferroni’s multiple comparisons test for C
and D and Mann-Whitney non-parametric test for F).
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FIGURE 4
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Figure 4. LTP is not induced in Prnp®° mice Schaffer collaterals and HFS presentation
generates epileptic episodes. A, B, Evolution of fEPSP1 evoked in CA1l region by paired-
pulsed stimulation of Schaffer collaterals for the Prnp** (A) and Prnp®° (B) mice after HFS
session. Data are presented as percentage of increase from baseline. Significant
differences with baseline are presented in fEPSP1 (*) and fEPSP2 (#). C, D, Prnp™* (C),
and Prnp®° (D) mice fEPSP slope mean before and after the HFS session. Data are
presented as percentage of increase from baseline E, Example of register after HFS

stimulation protocol in Prnp™* and Prnp®°

Schaffer collaterals. Note the epileptic crisis in
Prnp®° register. F, Percentage of mice who underwent epileptic crisis immediately after the
HFS. G, Duration (s) of epileptic crisis after HFS. Data are presented as Mean = SEM. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, #p < 0.01 and *p < 0.001 (Anova 2-factors with sessions as

repeated measures, Bonferroni’s multiple comparisons test).

175



Resultats: Capitol Il

FIGURE 5

/4 * +/+

e W S 00— M Prop
o 1 Prmpoe g [ Prpee
& 60 30
i -
S 50 ,8 2,5
2 )
B 40 220"
é Ec p=0,069
o 30 S5

[+

12}
8 = L T
g 2 50
= (0]
< 10 Rosk
& 3 S

0 0,0

\' Seizure Blinking
Prnp 0

o

<

(m)

R s

m

Q

©

S

]

=

o

=

L

QR B
P i htgs, s
t W

(0]

D

fast

(0]
=

176



Capitol lll: Resultats

Figure 5. Prnp® mice are more susceptible to kainate-induced epilepsy that
correlates with neuronal death in CA1-CA3 pyramidal layers. A, Percentage of mice
reaching stage I-1V, V, or VI epileptic phenotype after KA administration (10 mg/Kg). B,
Number of seizures and blinking episodes suffered by Prnp*™* and Prnp®° mice for 3 hours
after KA administration. C, Photomicrographs showing the pattern of neurodegeneration
with FluoroJade B staining 7 days after KA treatment in Prnp** and Prnp®® mouse
hippocampus. Nuclei are stained with DAPI. Dying cells (stained with Fluorojade B) are
located in pyramidal cell layer of CA1 (arrow) and CA3 (arrow head) areas. Some dead
cells are observed also in hilus (*). Data are presented as percentage in A and as mean +
SEM in B. Abbreviations: so, stratum oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum;
slm, stratum lacunosum-moleculare; h, hilus; DG, dentate gyrus. Scale bar represents 500

um. *p < 0.05 (Mann-Whitney non-parametric test).
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FIGURE 6
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Figure 6. Reduced bursting and network formation in neuronal Prnp®°-derived

cultures. A, Representative example of the raster plot obtained with the neuronal activity at
13 Div. The size of each burst is also plotted. B, Evolution of network bursting in Prnp** and
Prnp®° neuronal cultures from 8 to 15 days in vitro (Div). Data are presented as the mean
of bursts/minute + SEM. C, Evolution of size of synchronous bursts from 8 to 15 Div. Data
are presented as the mean percentage of active neurons + SEM. Asterisks indicate
differences between Prnp**and Prnp®° bursting and number signs (#) with the baseline
bursting at 8 Div. *p < 0.05, ***p < 0.001 and ##p < 0.001 (Anova 2-factors with sessions as

repeated measures, Bonferroni’s multiple comparisons test).
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Figure S1.  Stressed-like behavior in Prnp®® mice impairing object recognition test
performance. A, Scheme of object recognition protocol. This consisted of 4 sessions (10
minutes). First, the animals were habituated in the empty arena. One hour later, they were
placed again with two identical objects for the training session. Two to three hours later,
they were placed again in the arena, changing one object to a novel one for the short-term
memory test. Finally, 24 hours later, the new object was changed again to another unknown
object for the long-term memory test. Fecal bodies were counted in habituation session as
an indication of stress. B, Number of fecal bodies generated per animal during the 10-
minute habituation session. Data are presented as mean + SEM C, Time that Prnp** and
Prnp®° mice interacted with the objects in the short-term test. Data are presented as
percentage of mice interacting with the object in each time interval during (0 to 35 s). ***p <

0.001 (Mann-Whitney non-parametric test).
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La proteina prionica va ser descoberta com la causant de les Encefalopaties espongiformes
transmissibles, també anomenades Prionopaties (Prusiner, 1982). L’epidémia
d’encefalopatia espongiforme bovina (Wells et al., 1987) i la consequent infeccié a humans
uns anys més tard (Will et al., 1996) va implicar un increment en la recerca centrada en
l'estudi d’aquesta proteina. La generacid dels primers models animals deficients per la
PrPC, inesperadament, no va mostrar deficiencies ni disfuncions aparents (Bueler et al.,
1992; Manson et al., 1994). Tot i aix0, van permetre un aven¢g important per entendre les
Prionopaties: la PrP® no només és 'agent causant de la malaltia degut al seu plegament
anomal (PrPs%), sind que a més, és indispensable per la infecci6. Aquests models
genoanul-lats no s’infectaven quan eren inoculats amb mostres de pri6 (Bueler et al., 1993).

Es sabia que la PrP¢ era indispensable pel progrés de la malaltia, pero quines funcions
exerceix al SNC? Els primers estudis d’expressid de la PrP¢ van observar que s’expressava
ja des dels primers dies de gestacié embrionaria per tot el SNC i el SNP (Manson et al.,
1992), concretament a la membrana plasmatica neuronal on es creia que podia ser una
molécula d’adhesié i participar en la citoarquitectura neural. Més endavant, es va relacionar
la PrP¢ amb altres funcions fisiologiques com, per exemple, la senyalitzacié
neuroprotectora contra agents proapoptotics (Walz et al., 1999; Zanata et al., 2002). La
PrP¢ endogena es converteix en la PrPS¢ en la patologia i la seva expressio baixa (Llorens
et al., 2013a). Aquesta reduccio de la PrP€ en els pacients de Prionopatia i la descripcié de
la seva participacié en la funcions neuroprotectores van fer postular que la perdua de la
seva funcié podria ser desencadenant de la malaltia (Hetz et al., 2003; Westergard et al.,
2007). La recerca en els darrers anys ha relacionat la PrP¢ amb altres funcions rellevants
pel manteniment del SNC (la neurotransmissié, la diferenciacié neuronal i 'homedstasi de
cations) que han donat més pes a aquesta teoria (Nicolas et al., 2009; Leighton and Allison,
2016).

Per tant, descobrir les funcions fisiologiques de la PrP¢ es postula indispensable per
entendre la patologia de les Prionopaties. La concrecié de la seva expressié en els
terminals pre- i postsinaptic (Herms et al., 1999; Um et al., 2012) va focalitzar I'estudi del
seu paper en la sinapsi, tant en el seu establiment i maduracio, com en la neurotransmissio.
A nivell de la formacié de la sinapsi, s’ha descrit el paper de la PrP¢ en la diferenciacié
neuronal (Steele et al., 2006), la neuritogenesi (Loubet et al., 2011), i en la guia axonal
mitjancant la seva interacci6 homofilica (Amin et al., 2016). Pel que fa a la
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neurotransmissio, s’ha relacionat PrP¢ amb diferents elements del terminal sinaptic com el
canal de K* Kv 4.2 via DPP6 (Mercer et al., 2013), els canals de Ca?* VGCCs (Senatore et
al., 2012), la subunitat GIuN2D dels receptors d’NMDA (Khosravani et al., 2008) i el receptor
metabotropic mGIuR5 (Lauren et al., 2009). Aquestes interaccions s’han correlacionat a
nivell funcional amb la regulacié de 'AHP a I'hipocamp (Mallucci et al., 2002) i I'LTP
(Collinge et al., 1994; Criado et al., 2005). S’ha observat que la sinapsi dels animals Prnp®°

€s més excitable i susceptible a la induccié epiléptica amb PTZ i KA (Walz et al., 1999).

Aquests resultats es complementen amb tres treballs del nostre grup que son el preludi

90 eren més

d’aquesta tesi doctoral. En primer lloc, varem publicar que els ratolins Prnp
susceptibles a la induccio epiléptica per KA també en models organotipics d’hipocamp i
que tenien sobreexpressades les subunitats GluK2/3 del receptor d’acid kainic (Rangel et
al., 2007). Després observarem que I'abséncia de PrP¢ provocava un augment en la
facilitacio sinaptica i la induccio d’LTP a la via col-lateral de Schaffer de I’hipocamp, que la
seva sobreexpressié també conferia una major susceptibilitat al KA i que la PrP€ regulava
de forma dosi-dependent I'expressié de receptors de GABA (Rangel et al., 2009).
Finalment, vam demostrar que la mort neuronal provocada pel tractament amb KA depenia
de la via de JNK3 i que PrP€ interactuava directament amb la subunitat GluK2/3 i la PSD-
95 (Carulla et al., 2011). Tot i que els resultats del grup i part de la literatura apunten al
paper de PrP¢ a la sinapsi i la neurotransmissid, s’han descrit resultats que apunten al
contrari fent que el rol real d’aquesta proteina no estigui definit. S’ha descrit que els animals
Prnp®: tenen un llindar epileptogénic més elevat que els controls (Ratte et al., 2011);
presenten una excitabilitat normal en cultius organotipics d’hipocamp (Lledo et al., 1996), i
no son més susceptibles a la induccio epiléptica per KA (Striebel et al., 2013b). Pel que fa
a la induccié d’LTP, s’ha publicat tant que I'abséncia de PrP¢ 'augmenta (Rangel et al.,
2009), la redueix (Manson et al., 1995; Criado et al., 2005) o no hi afecta (Lledo et al.,
1996).

Fa pocs anys, es va donar una possible explicacié aquests controvertits resultats. Es va
demostrar que durant la generacié del model muri deficient per la PrP¢ més utilitzat, el ZHI
(Bueler et al., 1992), es van barrejar fons genétics 129Sv i C57BL6 fent que I'animal Prnp®°
presentes uns Flanking genes 129Sv absents en I'animal Prnp** fent-ne imperfecta la
comparacio. En el mateix article, es demostra que la regulacié de l'autofagia atribuida a
PrP¢ (de Almeida et al., 2005), és realment desenvolupada per un d’aquests gens, el Sirpa
(Nuvolone et al., 2013). Aquest fenomen ha fet replantejar els resultats descrits fins al
moment.
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Una de les darreres funcions descrites, i que ha fet encara més interessant I'estudi de PrP€,
és la seva participacio en la malaltia d’Alzheimer i la regulacié de la proteina Tau (Lauren
et al., 2009). En aquest sentit, s’han descrit molts de casos de Prionopatia que presenten
comorbiditat amb Taupatia apuntant a la relacié entre les dues patologies (Kovacs et al.,
2017). Tot i que el paper especific de PrP€ en les Taupaties no esta del tot definit, sembla
que participaria en la patologia i en la regulacié de la fosforilacié i I'expressié de la proteina
Tau.

En aquest present projecte de tesi abordem I'estudi de les funcions fisiologiques de PrP¢
per intentar entendre millor les Prionopaties. Els resultats que hem obtingut es presenten
en tres capitols. En el primer, ens hem centrat en la relacié de PrP¢ amb la regulacié de la
Tau en un model de Prionopatia amb comorbiditat amb Taupatia. En el segon, hem
continuat la linia experimental del grup (Rangel et al., 2009; Carulla et al., 2011) per elucidar
el paper real de PrP¢ en la modulacié epiléptica per KA. | finalment, a partir del nou model
de ratoli Prnp®© amb un fons genétic pur (Nuvolone et al., 2016), hem estudiat les
consequiéncies de l'abséncia de PrP® en Iexcitabilitat sinaptica, la conducta i
I'aprenentatge.
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1. Les iPSC derivades d’una pacient de GSS amb la
mutacio Y218N reprodueixen el fenotip
neurodegeneratiu de la Taupatia

Fa ja vuit décades, es va descriure la presencia de cabdells neurofibril-lars en cervells de
pacients amb una simptomatologia i histopatologia atipiques d’heréncia familiar que els
autors no van saber diagnosticar (Worster-Drought C et al., 1940). Més endavant, es va
descriure que podria haver sigut la primera cita d’un cas de Prionopatia familiar (GSS) amb
comorbiditat amb Taupatia (Azzarelli et al., 1985). Des de llavors s’han descrit multiples
casos on les dues patologies es presenten juntes i s’ha postulat una relacié directa entre
les mutacions de la PrP¢, que causen aquestes Prionopaties familiars, i els NFTs tipics de
les Taupaties (Hsiao et al., 1992; Simpson et al., 2013; Ishizawa et al., 2018). Seguint
aquesta linia, s’ha descrit la relacié directa entre la PrPC i la proteina Tau, component
principal dels NFTs (Wang et al., 2008; Vergara et al., 2015), perd encara no s’ha definit
clarament quin paper té a la patologia.

En el primer capitol d’aquesta tesi estudiem la implicacié de la PrP® amb la regulacio de la
Tau en un d’aquests casos de comorbiditat entre Prionopatia i Taupatia per entendre el
paper de la PrPC€ en la relaci6 de les dues patologies. Aquest pacient presentava demeéncia,
déficits en la parla i mioclonies i va ser diagnosticat amb FTD. La histopatologia post-
mortem va descobrir cimuls de PrPs¢ i NFTs, i I'estudi genétic un mutacié a Prnp mai
descrita, la Y218N. Finalment, fou diagnosticat amb GSS amb neurodegeneracio fibril-lar
(Alzualde et al., 2010).

Generacié pionera d’'un model d’iPSC procedent de pacients amb
Prionopatia

En aquest estudi hem desenvolupat el primer model d'iPSC procedent d’'un pacient amb
Prionopatia. Es van extreure fibroblasts d’'un familiar del pacient descrit per Alzualde i
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col-laboradors que presentava també la mutacié Y218N, aixi com d’'un control emparellat
de sexe i edat. Es van infectar amb retrovirus amb els gens Sox2, Klf4, Oct4 i c-Myc per
generar les iPSC. La seva caracteritzaci6 va demostrar una plena reprogramacio: 1)
desmetilacié dels promotors de Oct4 i Nanog; 2) silenciament dels transgens de
reprogramacio infectats; 3) activacio transcripcional dels factors de pluripoténcia endogens;
4) expressio proteica dels factors de transcripcié associats a pluripoténcia i marcadors de
membrana (SSEA3, SSEA4, TRA-1-81, SOX2, Nanog i OCT4); 5) cap alteracié en el
cariotip; i 6) capacitat de diferenciacié als tres llinatges germinals.

Fins al moment, s’havien generat iPSC d’altres malalties neurodegeneratives com la
malaltia de Parkinson (Soldner et al., 2009), la demencia frontotemporal (lovino et al., 2015;
Wren et al., 2015), la malaltia d’Alzheimer (Israel et al., 2012), la corea de Huntington (Jeon
et al.,, 2012) i I'esclerosis lateral amiotrofica (Zhang et al., 2015). No obstant, en les
Prionopaties, el cas que aqui descrivim és el primer i I'tnic. Hem generat el primer model
in vitro provinent de cel-lules humanes per estudiar aquesta malaltia.

La mutacié Y218N-Prnp altera la diferenciacié neuronal i I’splicing
alternatiu de Tau

Hem diferenciat amb dos protocols les iPSC a neurones. Per una banda, s’ha utilitzat un
protocol de diferenciacié a neurones cortical directe (Espuny-Camacho et al., 2013) que
ens ha permés mantenir les neurones en cultiu més de 200 dies in vitro. Per 'altra, el segon
protocol genera precursors neurals intermedis que es poden mantenir en cultiu durant
setmanes permetent una diferenciacié sequencial i controlada (Cho et al., 2008). En els
dos casos hem aconseguit I'establiment d’'un cultiu neural madur i els mateixos resultats.

L’analisi transcriptomica per Rt-gPCR mostra que les ceél-lules derivades del pacient
presenten un endarreriment en la diferenciacié neuronal. Els marcadors de precursors
neurals Nestina i Sox2 no es veuen alterats, en canvi, els que denoten maduraci6 neuronal,
Mapt, Map2 i Vglut s’expressen significativament menys en el cultiu Y218N en I'Gltim estadi
de la diferenciacié (>120 Div). També s’observen diferéncies en el marcador
d’interneurones Calbl, és significativament major en el control a I'estadi inicial i mitja de la
diferenciacio. A més, I'expressié del marcador astrocitic GFAP també esta augmentada en
el darrer estadi. En aquest cas hem comprovat que no suposa un augment d’astrocits ja
que el comptatge del nombre de cel-lules GFAP positives no denota cap diferencia entre
els dos cultius. S’observa clarament un gran contingut de fascicles gruixuts immunoreactius
GFAP positius denotant astrogliosi en el cultiu Y218N. Finalment, resultats preliminars
d’imatge de Ca? amb Fluo-4M denoten una menor activacié en les neurones Y218N.
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La PrP¢ s’ha relacionat préviament amb la regulacié de la proliferacié i la diferenciacié
neural. S’ha descrit que I'abséncia de PrP° provoca una reduccié de la proliferacié in vitro
en neuroesferes (Santos et al., 2011), in vivo al DG i la SVZ dels animals genoanul-lats i
que la PrP€ regula positivament la diferenciacié neuronal (Steele et al., 2006). A més, s’ha
observat el seu paper en la formacio de les neurites en linies cel-lulars (Loubet et al., 2011)
i cultius primaris d’hipocamp (Santuccione et al., 2005). Seguint aquesta linia, el nostre
grup va descriure en la linia cel-lular de neuroblastoma Neuro2a, que la sobreexpressio de
PrP€ incrementa la formacié de fil-lopodis regulant el citoesquelet d’actina via Akt (Llorens
et al., 2013b). Per tant, aquests resultats ens permeten postular que la PrP€ participaria en
la regulacio del cicle cel-lular dels progenitors neurals modulant la diferenciacié neuronal a
traves, potser, de la regulacié del citoesquelet. Tot i que les consequencies de la mutacio
Y218N a la PrP® no es coneixen, un estudi in silico apunta a que aquesta mutacié
provocaria un plegament anomal a la proteina que podria afectar a la seva funcio fisiologica
i també fer-la més propensa a generar propagons scrapie (Cheng and Daggett, 2014). Per
tant, igual com s’ha demostrat que fa la seva abséencia, el seu plegament anomal podria
afectaria la seva regulacié de la diferenciacié neuronal.

Les neurones derivades de les iPSC Y218N-Prnp reprodueixen la
Taupatia pero no la generacié de Prps¢

Un cop diferenciades les iPSC a neurones madures, hem comprovat si recapitulen el
fenotip original del pacient. Tot i no reproduir la generacié espontania de PrPsc, les
neurones Y218N presenten nivells significativament més elevats de p-Tau i una
redistribucié d’aquesta proteina a I'espai somatodendritic. El comptatge de nuclis picnotics
al darrer estadi de diferenciaci6 mostren significativament una major mort neuronal
apoptotica. També s’observa una clara astrogliosi en el cultiu Y218N. Per tant, hem
reproduit gran part de la patologia de la GSS, sobretot ligada a la neurodegeneracié
fibril-lar.

Els deposits de Tau hiperfosforilada han estat ampliament descrits en diferents tipus de
Prionopaties. Trobem cites en pacients de sCJD (Kovacs et al., 2017), de vCJD (Giaccone
et al., 2008), de fCJD (Kovacs et al., 2011) i de FFI (Jansen et al., 2011). S6n notoris
sobretot els casos descrits a la GSS, com el que en aquesta tesi reportem (Alzualde et al.,
2010), lligats a diferents mutacions a Prnp (Ghetti et al., 1994; Simpson et al., 2013;
Ishizawa et al., 2018). La descripcio histopatoldgica detallada d’alguns cassos de GSS ha
descrit NFTs adjacents als agregats amiloides de PrPS¢ apostant per una relacié directa
(Ishizawa et al., 2002). Fins i tot, alguns autors consideren la GSS com una Taupatia
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secundaria per la frequient aparicié d’aquests NFTs (Fuster-Matanzo et al., 2018). A més,
nivells elevats de p-tau es detecten al CSF de pacients de CJD, esdevenint inclis
biomarcadors per la diagnosi (Goodall et al., 2006; Zerr et al., 2017). In vivo s’ha observat
un augment de p-Tau en ratolins inoculats amb prions RML (Race et al., 2016), derivats de
la BSE (Bautista et al., 2006) i de la GSS (Lawson et al., 2011). Aquests resultats apuntarien
a que l'agregacio de la PrPS¢ en la patologia altera la dinamica de fosforilacié de Tau i en
propicien el seu camul.

Tot i que el guany de funci6 patologica de la PrP¢ en agregar-se sembla clar, no podem
obviar I'alteracié de la funcio fisiologica de la PrP¢ en la regulacié de Tau. En aquest treball,
observem disfuncions derivades de la Taupatia a les ceél-lules Y218N sense presentar
PrPSc. En aquest sentit, la relacié entre PrP¢ i Tau s’ha descrit en el context de la malaltia
d’Alzheimer on no es troba tampoc aquesta agregacio pridnica i, per tant, és la conformacio
nativa qui participa en la modulacié. S’ha descrit que la PrP¢ seria un receptor dels
oligdbmers d’AB i que induiria la seva toxicitat via mGIUR5/Fyn (Brody and Strittmatter,
2018). La interaccié directa entre PrPC i Tau ha estat publicada (Han et al., 2006) i,
recentment, s’ha descrit que la inhibicié de la LTP induida per la inoculacié d’agregats de
Tau in vivo és conduida per la PrP¢ (Ondrejcak et al., 2018). A més, és important remarcar
la possible modulacié directa de la fosforilacié de Tau per part de la PrP¢ ja que la seva
expressido s’ha relacionat amb I'expressido i modulacié de cinases implicades en la
fosforilacié de Tau com la GSKS3, la Cdk5 (Benvegnu et al., 2011) i la Fyn (Larson et al.,
2012; De Mario et al., 2015).

Els nostres resultats no ens permeten afirmar que la mutacié Y218N a la PrPC¢ alteri
directament la regulacié de la fosforilacié de Tau, perd n'observem una relacié causa-
efecte. Les cél-lules Y218N infectades amb inoculs de GSS i de sCJD presenten una
redistribuci6 somatodendritica de p-Tau, tipica dels cassos de Prionopatia amb
comorbiditat amb Taupatia i de les Taupaties en general (Lee et al.,, 2001). La nostra
hipotesi és que la mutacié Y218N modificaria la conformacié de la PrP¢ alterant la seva
modulacié de les vies de senyalitzacié que fosforilen Tau i la propia interaccié amb la
proteina Tau, tal com ja s’ha descrit en les mutacions P102L, 2-OPRI i 7-OPRI (Wang et
al., 2008). Recentment, s’ha descrit el paper de la cinasa Fyn, en la redistribucio
somatodendritica de Tau en models d’inoculacié d’AB in vivo (Li and Gotz, 2017). Com ja
hem comentat, s’ha observat també que la PrPC€ interactua amb I'AB regulant la seva
toxicitat via Fyn (Um et al., 2012), per tant, la mutacié Y218N a PrP¢ podria alterar la via de
senyalitzacié de Fyn propiciant la redistribucio de Tau.

Desafortunadament, les cél-lules Y218N no generen PrPS¢ de forma espontania amb cap
dels dos protocols de diferenciacio. A més, els assajos d’infectivitat amb mostres de
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pacients de GSS i sCJD fallen en la replicacié del pri6 in vitro, tot i que s’observa un
increment de la redistribucié de p-Tau indicant que si que han afectat al cultiu. Aquest
resultat, tot i ser una mica decebedor, era més o menys esperable ja que fins avui no s’ha
aconseguit la generacié de prions humans in vitro amb cultius neuronals, ni amb models
murins de GSS (P102L i A117V) (Asante et al., 2009). In vivo, només s’ha aconseguit
després de la inoculaci6 amb mostres de pacients de GSS (Asante et al., 2013; Asante et
al., 2015). Fins avui, no hi ha cap publicacié en aquest sentit amb la mutacié Y218N,
denotant potser, la seva baixa capacitat infectiva. Deixant de banda que un cultiu in vitro i
el que ocorre en un cervell difereixen notablement afectant segur a la dinamica de la
patologia, pensem que I'abséncia de generacié espontania de PrPS¢ en el nostre cultiu
Y218N podria ser deguda al periode d’incubaci6 i al model de cultiu utilitzat. Hem de pensar
que la GSS, com les altres Prionopaties familiars, apareixen de mitjana als 50-60 anys,
mostrant periodes d’incubacié molt llargs. A més, concretament la GSS, presenta una
progressid lenta comparada amb els altres subtipus de Prionopatia. La mitjana de
supervivencia després dels primers simptomes és d’'uns 4 anys i, en canvi, en el sCJD i el
fCJD és de 6-12 mesos (Ladogana and Kovacs, 2018; Takada et al., 2018). Per tant, és
esperable que 200 dies no siguin suficients per la generacioé espontania d’agregats PrP>¢,
tenint en compte a més, que fins a I'dltim estadi (~120 Div) no tenim un cultiu neuronal
madur on es pugui generar. Pensem també que 'aproximacié de cultiu 2D que hem seguit
no és I'optima per propiciar I'agregacié. En models d’'IPSC procedents de pacients
d’Alzheimer, s’ha aconseguit la generacié espontania d’AB amb cultius 3D denotant la
importancia de la matriu extracel-lular en I'agregacio (Raja et al., 2016). Per tant, entenem
que un cultiu incloent les cél-lules en una matriu de Matrigel o amb models d’organoides
hagués, potser, aconseguit I'agregacio i generacio de la PrPsc.

La propagacio de prions in vitro s’ha demostrat en multiples models: linies cel-lulars (Klohn
et al., 2003) cultius organotipics (Falsig and Aguzzi, 2008) i cultius primaris (Cronier et al.,
2004), perd sempre amb mostres de BSE, scrapie o humanes adaptades a ratoli. En canvi,
nomeés s’han publicat dos treballs utilitzant mostres humanes, i cap d’ells utilitza mostres
de Prionopaties familiars. El primer treball aconsegueix la infeccié amb una linia cel-lular
de neuroblastoma humana amb mostres de sCJD (Ladogana et al., 1995) i l'altre ho fa amb
astrocits derivats d'iPSC humanes amb inoculs de vCJD i de sCJD (Krejciova et al., 2017).
Aguests resultats apunten de nou a la baixa infectivitat que tindria la PrP¢ amb mutacions
puntuals com el nostre cas. Pensem que és important apuntar també, que en el nostre
cultiu principalment neuronal no estan presents tots els tipus cel-lulars que trobem en el
SNC, com la microglia, relacionada amb la inflamacio i la infectivitat prionica (Aguzzi and
Zhu, 2017).

192



Resum de resultats i Discussio

Alteracié de I’'splicing alternatiu de Tau i afectacié en el transit
mitocondrial en les neurones Y218N-Prnp

Hem descrit en les neurones Y218N un augment significatiu del ratio Tau 3R/Tau 4R.
Aquest increment prové de la disminucid de I'expressié de la isoforma Tau 4R. Les
isoformes 3R s’expressen més durant el desenvolupament del SNC sent les uniques en el
SNC fetal. En el SNC adult, I'expressio de la Tau 4R augmenta i la ratio Tau 3R/Tau 4R
s’iguala fins a ~1:1 (Goedert and Jakes, 2005). A I'hipocamp adult muri, s’ha descrit una
expressio notoria de la Tau 3R sobretot en els progenitors neurals (Bullmann et al., 2007).
L’expressio de la isoforma Tau 4R augmenta al llarg de la diferenciacié neuronal, i per tant,
els nostre resultat podria indicar que el cultiu Y218N presenta una diferenciacié endarrerida
ja que la ratio s’iguala a I'tiltim estadi de la diferenciacié. Aquest resultats encaixarien amb
'endarreriment de I'expressié de marcadors de maduracioé neuronal (Map2 i Vglutl) que
hem descrit anteriorment.

L'expressié de PrP¢ regula positivament la diferenciacié neuronal com hem comentat
(Steele et al., 2006), i aquesta diferenciacié incrementa I'expressié de la Tau 4R. Per tant,
és una explicacié plausible que la disfuncié de la PrPc-Y218N, degut a al seva mutacio,
endarrereixi la diferenciacié neuronal i que aquesta alteraci6 acabi afectant a la ratio
Tau3R/Tau 4R. No obstant, no podem descartar que aquesta desregulacié formi part de la
etiologia de la malaltia per se tal com s’ha descrit en altres Taupaties com la FTD, la
Degeneracio corticobasal i la malaltia de Pick (Fuster-Matanzo et al., 2018). S’ha descrit
inclis en un model d’iPSC provinent d’'un pacient amb FTD (Biswas et al., 2016). El nostre
seria el primer cop que es descriuria aquesta alteracié en una Prionopatia.

Finalment, hem observat també una reduccié significativa de la velocitat del transit
mitocondrial en les neurones Y218N. S’ha descrit la preséncia de PrP¢ al mitocondri (Faris
et al.,, 2017a) i que la respiracié mitocondrial es veu afectada durant la infeccié de prions in
vivo (Faris et al., 2017b). No hem mirat en el nostre model si hi ha cap alteraci6 en la
viabilitat mitocondrial que pugui explicar la reduccié de la seva mobilitat. Si que hem
observat l'alteracié en I'splicing alternatiu de Tau i la seva fosforilacié aberrant. Es coneix
que la isoforma Tau 3R només presenta 3 motius d’unié als microtubuls fent-la menys afi.
Aixo fa que perdin estabilitat i el transit vesicular per dineines i kinesines que transporten
els mitocondris es vegi reduit (Lee et al., 2001). La hiperfosforilaci6 de Tau també s’ha
descrit que redueix I'afinitat de les kinesines i dineines als microtubuls (Ballatore et al.,
2007). Per tant, els nostres resultats ens fan pensar que és l'alteracié en I'splicing i
fosforilacio de Tau el responsables de la reduccio del transit mitocondrial que hem observat,
tot i que no podem descartar una afectacio directa al mitocondri.
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Les iPSC com a nova estrategia per estudiar les oblidades malalties
neurodegeneratives minoritaries, i en el nostre cas també, larelacio de
PrP¢i Tau

L’'estudi de les malalties neurodegeneratives recau en les mostres de pacients post
mortem. Aix0 ens ddna una instantania de la patologia en un estadi normalment molt
avancat. En malalties amb una elevada incidencia i una esperanca de vida llarga des de
'aparicié dels primers simptomes, com la malaltia d’Alzheimer i la de Parkinson, amb els
anys s’ha aconseguit també una bateria de mostres en estadis primerencs i intermedis de
la patologia gracies a la inclusié de mostres procedents de pacients que traspassen degut
a causes alienes a la malaltia neurodegenerativa abans que aquesta hagi avangat. A la
literatura, trobem incomptables treballs que analitzen mostres de pacients d’Alzheimer
ordenades segons els estadis de Braak (Braak and Braak, 1991). L’obtencié d’aquestes
mostres sequencials ha permeés la descripcio de com avanga la patologia tan a nivell
histopatoldogic com molecular. En canvi, en altres malalties neurodegeneratives
minoritaries, amb una incidéncia molt baixa, la disponibilitat de mostres és, per qlestions
Obvies, bastant més reduida. En el cas de les Prionopaties, a més, s’afegeix que la
supervivencia des de I'aparicio dels primers simptomes és molt curta (1-2 anys de mitjana).
A més, quan apareix la simptomatologia I'afectacié al SNC és ja molt elevada. Inclus, tot i
que el diagnostic pot ser inferit en vida del pacient (CSF, EEG, MMSE), la diagnosi definitiva
de les Prionopaties és post mortem. Per tant, és pot factible obtenir una gran quantitat de
mostres en diferents estadis de la malaltia que ens permetin entendre els factors que
regulen la seva progressio. En aquest sentit, projectes com el que aqui presentem d’iPSC
derivades de pacients poden ser una bona alternativa per estudiar 'aveng de la patologia
en aquestes malalties neurodegeneratives minoritaries i de progressio rapida. Ens
permetran estudiar a nivell cel-lular i molecular com va progressant la malaltia al llarg de la
maduracio del cultiu.

En conclusié d’aquest capitol de la tesi, hem descrit el primer model d'iPSC procedent d’'un
pacient amb Prionopatia que ens permetra estudiar la participacié de la PrP¢ en la
diferenciacié neuronal i la fosforilacié de Tau. Aquesta linia cel-lular pot esdevenir una nova
plataforma per estudiar la comorbiditat Prionopatia-Taupatia en un model derivat
directament de pacients.
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2. La PrP¢ exerceix un paper neuroprotector a
Iepilépsia induida per I'acid kainic

Els primer treball que va estudiar el paper de la PrP€ en la neurotransmissié amb un model
Prnp® va descriure qué 'abséncia de la PrP¢ provocava una disminucio de la inhibicié
gabaeérgica que podria repercutir en una major excitabilitat sinaptica (Collinge et al., 1994).
Més endavant, es va observar una reorganitzacio de les fibres molsoses de I'hipocamp de
'animal genoanul-lat similar a les que es troben en els pacients epiléptics (Colling et al.,
1997). S’havia descrit també que la degeneracio sinaptica era uns dels trets inicials de la
patologia del CJD (Clinton J et al.,, 1993). Agquestes observacions, sumades a qué
I'epilepsia és una patologia present en els pacients de CJD (Wieser HG et al., 2006), es
va plantejar la possibilitat que la PrP€ tingués algun rol en la funcio sinaptica i I'epilépsia.
Seguint aquesta linia, Walz i col-laboradors van ser els primers en tractar ratolins Prnp®°
amb PTZ, KA i pilocarpina per estudiar la seva resposta epiléptica. Amb els tres models
van observar que I'animal genoanul-lat presentava una gran susceptibilitat a sofrir episodis

epiléptics (Walz et al., 1999).

Després d’aquesta primera aproximacio, altres grups, inclos el nostre, han intentat entendre
quin és el paper de la PrP¢ en la neuroproteccié epiléptica. En el moment d'iniciar aquesta
tesi, s’havien publicat resultats contradictoris al respecte. Hi havia treballs on s’observava
una susceptibilitat epiléptica exacerbada en els animals Prnp®° (Rangel et al., 2007; Rangel
et al., 2009; Carulla et al., 2011; Fleisch et al., 2013). Contrariament, altres grups havien
descrit que no hi havia diferencies amb els animals control (Striebel et al., 2013b) o que
I'abséncia de la PrP¢, inclis provocava un augment del llindar epileptic (Ratte et al., 2011).
Striebel i col-laboradors van apuntar que la disparitat de resultats podia provenir de la
comparacio de models de ratoli amb diferents fons genétics mixtes (Striebel et al., 2013a).
El mateix any, es va demostrar la preséncia d’'una part del genoma de fons genétic 129Sv

% i no en els seus germans Prnp

+/+

en diversos models murins Prnp . Aquesta descoberta
apuntava a qué els controls que s’havien estat utilitzant no eren perfectes i podien

emmascarar les funcions de la PrP¢ (Nuvolone et al., 2013).

En aquest context, en el segon capitol d’aquesta tesi, hem tractat amb acid kainic diferents
models murins genoanul-lats per desxifrar el paper real de la PrP€ en la neuroproteccié
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epileptica independentment del fons genétic dels ratolins. Hem comparat els models:
B6129 o ZHI (Bueler et al., 1992), el ZHI retrocreuat amb C57BL6 (B6.129), el 129/0la
(Manson et al., 1994) i el FVB/N (Lledo et al., 1996). També hem estudiat quins dominis de
la PrPC s6n els necessaris per aquesta neuroproteccio epiléptica.

Els ratolins Prnp®°® sén més susceptibles al KA

Els nostres resultats mostren que tant el FVB/N-Prnp®® com el FVB/N-Prnp** presenten
una elevada susceptibilitat a la induccié epiléptica per KA independentment de la seva
expressi6 de PrPC€. Diversos treballs descriuen que els ratolins FVB/N s6n molt
susceptibles a I'excitotoxicitat i I'epilépsia. Per tant, no es considera un bon model per
estudiar I'epilépsia ja que de forma basal presenta una resposta exacerbada que pot
emmascarar la diferencia de resposta en ratolins transgénics (Ferraro et al., 2002;
McKhann et al., 2003). Aquests resultats ens permetrien entendre la disparitat de resultats
amb el treball de Ratte i col-laboradors ja que utilitzen cultius organotipics hipocampics del
ratoli FVB/N-Prnp®° (Ratte et al., 2011).

En canvi, els ratolins 129/0la-Prnp®° i B6129-Prnp®° s6n més susceptibles al KA que els
seus controls, tot i que el fenotip epileptic que presenten és una mica diferent. El

percentatge d’animals 129/Ola-Prnp®°

que assoleixen I'estadi VI és menor i, a diferéncia
dels B6129-Prnp®®, cap acaba morint. Mdltiples factors desconeguts podrien provocar
aguestes diferencies, tot i que semblen intrinseques de la susceptibilitat dels ratolins
segons el seu fon genétic. El fenotip epiléptic dels animals B6129-Prnp™* és també més
exacerbat que el dels 129/Ola-Prnp**. Seguint aquesta linia, s’ha publicat que el model
129/P, provinent de la mateixa soca que el 129/Ola, presenta una resposta epiléptica a
injeccions de KA a I'amigdala molt inferior als ratolins C57BL6 (Almeida Silva et al., 2016).
A més, I'expressio de la PrPC al cervell dels ratolins 129/0la-Prnp™* és lleugerament major

que en els B6129-Prnp™", factor que podria, també, fer-los més resistents.

La tinci6é de Fluorojade B ens ha permes corroborar que la mort neuronal per excitotoxicitat
a I'hipocamp, tipica en els models d’epilepsia (Vincent and Mulle, 2009), depén de
I'expressio de la PrPC. Mostrem que en I'animal 129/Ola-Prnp®° la mort neuronal es redueix
a la capa piramidal de la regié6 CA3 i, en canvi, en el B6129-Prnp®° també I'observem a la
capa piramidal de la CA1l. A més, els dos models genoanul-lats presenten una notoria
astrogliosi a la regi6 CA3 degut a la induccié epiléptica i un increment dels marcadors
proinflamatoris TNFa i IL1B3. L’astrogliosi s’ha descrit en pacients i models animals
d’epilepsia i es considera una consequéncia directa de I'excitotoxicitat (Foresti et al., 2011;
Vizuete et al., 2018).
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En el treball d’Striebel i col-laboradors no observen diferéncies entre el model 129/Ola-
Prnp®° i el seu control en la resposta a KA. Pensem que aquesta diferéncia podria raure
sobretot en el protocols d’administracié de I'agonista i en el métode d’analisi del fenotip
epiléptic (Striebel et al., 2013b). En aquesta tesi utilitzem tres injeccions de 10mg/Kg de KA
(cada 30 minuts) i dividim la resposta epiléptica en sis estadis. En canvi, en el seu cas,
administren quatre injeccions de 8mg/Kg, també cada 30 minuts, i divideixen la resposta
en cinc estadis d’afectacio. L'us de diferents aproximacions dificulta molt la comparacio
tenint en compte la importancia de la dosi en els models d’epilépsia. No obstant, si ens
fixem amb les seves dades, si que observen un augment significatiu del temps d’afectacio

o respecte al 129/Ola-Prnp™*, perd no de les

epileptica dels mascles 129/Ola-Prnp
femelles. Com que el percentatge d’animals que arriben a cada estadi d’afectacié no és
diferent i tampoc observen el mateix amb les femelles, consideren aquests resultat
negligible. Per una banda, s’ha descrit que el periode de I'estre de les femelles de ratoli
afecta a la seva excitabilitat sinaptica (Scharfman et al., 2003), variable que no tenen en
compte. Tampoc concreten I'edat dels animals que utilitzen (en el nostre cas tots de 8-12
setmanes), factor relacionat amb la resposta epiléptica al KA (McCord et al., 2008) i
directament amb les consequeéncies in vivo de I'abséncia de la PrP€ en la conducta i les
funcions hipocampiques (Rial et al., 2009; Schmitz et al., 2014a). En resum, pensem que
els dos treballs no sén contradictoris, senzillament enfoquen la questié amb aproximacions
bastant diferents i aixd0 ens déna resultats dispars que necessariament no han de ser

oposats.

Els Flanking genes exacerben el fenotip epiléptic en el model ZHI

En aquest estudi comparem la resposta epiléptica del model B6129 amb el B6.129 per
entendre la participacié dels Flanking genes en la neuroproteccio epileptica, tal com ja
s’havia descrit en la regulacio de la fagocitosi (Nuvolone et al., 2013). El retrocreuament
durant 8 generacions del ratoli B6129 amb animals purs C57BL6 (B6) ha reduit els
microsatel-lits provinents del fons 129 del ~40 % al ~7 %. Aquesta disminucié ha reduit la
susceptibilitat epiléptica dels ratolins B6.129-Prnp®?, tot i que encara és major que la dels
seus controls, indicant que els Flanking genes podrien haver exagerat les conseqiiéncies
de I'absencia de la PrP¢ en la neuroproteccié epiléptica.

Nuvolone i col-laboradors, al treball on demostren 'existéncia d’aquests Flanking genes,

mostren una seixantena de gens amb polimorfisme 129Sv al B6129-Prnp®°

que en el
B6129-Prnp** sén B6. Descriuen que un d'aquests gens, el Sirpa, seria realment

I'encarregat de la regulacié de la capacitat fagocitica dels macrofags, i no la PrP¢ (de
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129

Almeida et al., 2005). Demostren que el polimorfisme Sirpa™, només present als animals

B6129-Prnp®®, incrementa la capacitat fagocitica dels macrofags respecte al polimorfisme

+/+

Sirpa® que presenten els B6129-Prnp™* (Nuvolone et al., 2013). Els nostres resultats no
ens permeten afirmar que les diferéncies que observem també recaiguin en aquests gens.
No obstant, la literatura publicada sobre aquests Flanking genes ens posa sobre la taula
uns quants candidats que podrien haver-ho fet. El propi Sirpa s’ha relacionat amb la
resposta a I'estrés oxidatiu en un model d’isquémia (Wang et al., 2012), amb la maduracio
neuronal depenent d’activitat (Toth et al., 2013) i amb la poda sinaptica (Lehrman et al.,
2018). Altres vuit gens també podrien haver exacerbat la funcié neuroprotectora ja que
s’han relacionat amb funcions del SNC com la neurotransmissid, el glioblastoma, 'LTP i la
neuroproteccio: Prex1l (Jackson et al., 2010), Trafl (Lu et al., 2013), Thbsl (Okada-
Tsuchioka et al., 2014), Rmdn3 (Petri et al., 2011), Tyro3 (Li et al., 2013), Slc304 (Aguilar-

Alonso et al., 2008), Mertk (Neher et al., 2013) i B2m (Nelson et al., 2013).

La neuroproteccié de PrP¢ necessita el seu ancoratge a membrana pel
domini GPI

L’aproximacié in vitro amb cél-lules Neuro2a tractades amb PLC o Gli ens indica que la
funcié neuroprotectora de la PrP¢ depen del seu ancoratge a membrana. Descartem aixi
que aquesta regulacié es donés a nivell citoplasmatic. Per una banda, la seva desunié amb
la membrana plasmatica podria implicar una péerdua de la funcié neuroprotectora de la PrP¢
com si d’'una cél-lula deficient per la PrP¢ es tractés. Per I'altra, pensem que també podria
implicar per se un augment de citotoxicitat i una desregulacioé de I'estres oxidatiu segons
resultats previs amb models animals amb la PrP¢ truncada sense GPI (PrPACP). Altres
treballs han considerat el domini GPI necessari per la toxicitat en les Prionopaties ja que
els ratolins que expressen la PrP2C"! presenten plaques amiloides in vivo, pero sense
simptomatologia clinica de la patologia (Chesebro et al., 2005). Diferents estudis han
postulat que la interaccié del domini N-terminal de la PrP¢ amb la membrana plasmatica
degut a la unié amb anticossos o a I'expressio de formes truncades sense el domini globular
indueixen efectes neurotoxics (Sonati et al., 2013; Herrmann et al., 2015) i comprometen
la resposta a estrés oxidatiu (Zeng et al., 2003). Per tant, podria ser que el tractament amb
PLC i Gli generés formes truncades de la PrP¢ que fossin més o menys toxiques
augmentant la seva sensibilitat al KA.
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El domini dels octarepeats és el responsable de la neuroproteccio al KA

L'estructura terciaria de la PrP¢ i els seus dominis s6n importants per al seu plegament,
funcid i capacitat infectiva (Wille and Requena, 2018). La PrP€ presenta un domini globular
proper a I'ancoratge a membrana i un domini N-terminal flexible sense una estructura
definida. S’ha descrit que aquesta segona regié regula I'endocitosi de la proteina (Pauly
and Harris, 1998) i que s’uneix directament a cations divalents com el Zn?* (Walter et al.,
2007) i el Cu?* (Brown et al., 1997). S’ha observat que la PrP¢ regula I'activitat del receptor
d’NMDA depenent de la seva unié al Cu?* (Gasperini et al., 2015). Aquests resultats ens
van permetre postular que el domini N-terminal podria participar en la neuroproteccié.

Per intentar entendre el paper del dominis N-terminal en la neuroproteccio, tractem amb
KA ratolins que expressen les formes truncades, PrP2¢* i PrPA5, Ambdés models
presenten la mateixa resposta epiléptica que els ratolins B6129-Prnp®°, indicant que cap
de les dues formes de PrP¢ és capag d’exercir la funcié neuroprotectora. A la PrPAc4 |i
manguen el domini central (CD) i el dels octarepeats (OR), en canvi, a la PrP27% només el
dels OR. Per tant, aquests resultats semblen apuntar que el domini OR absent a les dues
construccions seria el responsable d’aquesta neuroproteccid. El tractament amb KA de
cél-lules Neuro2a que expressen formes truncades de la PrP€ ens permeten confirmar els
resultats que hem observat in vivo. La forma PrPA°P, que presenta el domini CD, pero no
I'OR, és capag d’exercir la mateixa neuroproteccio que la PrP¢ sencera.

L'expressi6 de formes truncades de la PrP® en models animals cursa amb
neurodegeneracié (normalment cerebelar), ataxia, deéficits en la mielinitzacié6 i mort
prematura (Shmerling et al., 1998; Baumann et al., 2007; Li et al., 2007). S’ha descrit també
gue la sobreexpressio de les formes PrPAcP i la PrP2F® in vitro causen mort cel-lular
apoptotica via Caspasa 3 (Vilches et al., 2016). El ratoli Prnp®® AC4 mostra un major dany
per estrés oxidatiu en un model d’isquémia que el control Prnp*’*. Presenta el mateix fenotip
que I'animal genoanul-lat apuntant a qué el domini N-terminal que li manca és qui exerceix
la funcio protectora enfront I'estrés oxidatiu generat per la isquémia (Mitteregger et al.,
2007). Aquest domini N-terminal també s’ha relacionat amb I'activacié de la superoxid
dismutasa (Sakudo et al., 2003). Tota aquests resultats ens condueixen a pensar que
'abséncia de la regid OR presenta una dualitat entre la pérdua de funcié protectora i el
guany de funcié patologica. Amb els nostres resultats no podem discernir si la major
susceptibilitat al KA que observem en els models sense el domini N-terminal prové de la
perdua de funcié neuroprotectora de la PrP€ o per la vulnerabilitat del sistema degut a la
toxicitat de les formes truncades de PrP€, perd sigui com sigui, I'abséncia del domini OR
incrementa la susceptibilitat al KA.
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La PrPC€ i la proteccio epileptica

El nostre treball permet consolidar la funcié neuroprotectora de la PrP€ enfront la induccié
epiléptica per KA. Tot i que hem observat I'efecte dels Flanking genes en la modulacio
epiléptica, els nostres resultats amb el model 129/0Ola i in vitro ens permeten confirmar-ho.
A més, aix0 encaixa amb els resultats obtinguts per altres grups amb models que no estan
afectats per aquest fenomen. In vivo, amb el peix zebra deficient pel gen homoleg a Prnp,
Prp2, que també presenta més susceptibilitat a I'epilépsia (Fleisch et al., 2013); i in vitro
amb cultius primaris on s’ha reduit I'expressié de PrP¢ amb un siRNA-Prnp (Carulla et al.,
2011). En definitiva, hem confirmat una funci6 de PrP® que havia generat molta
controversia els darrers anys. Hem observat un altre efecte dels Flanking genes que déna

% que ens permetin desxifrar

encara meés importancia a la cerca de nous models purs Prnp
les funcions de la PrP¢ al SNC. A més, hem observat que la PrP¢ necessita el domini OR i

'ancoratge GPI per exercir aquesta funcié neuroprotectora.
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3. L’abséncia de la PrP¢ incrementa I'excitabilitat
sinaptica i provoca deficiéncies en el
comportament del nou model ZH3-Prnp®°

La PrP¢ s’expressa especialment a la sinapsi (Herms et al., 1999; Um et al., 2012). Com
hem descrit en el capitol anterior, una de les funcions sinaptiques de la PrP¢ és la
neuroproteccio a insults epileptics com l'acid kainic agonista del glutamat. El segient pas
és estudiar la sinapsi Prnp®° per intentar entendre perqué és més susceptible als estimuls
epiléptics. En aquest sentit, s’ha descrit que I'abséncia de la PrP¢ provocaria una major
excitabilitat sinaptica (Mallucci et al., 2002; Fan et al., 2016), fenomen que podria explicar
el aquest fenotip.

Per tant, en aquest darrer capitol de la tesi, ens centrarem en caracteritzar les
conseqliéncies de I'abséncia de la PrPC en I'excitabilitat sinaptica del nou ratoli Prnp®®, el
model ZH3 (Nuvolone et al., 2016). El nostre treball és el primer que estudia la funcié
sinaptica de la PrP¢ en aquest nou model genoanul-lat amb un fons genétic pur, defugint
aixi de la problematica que em observat amb el model B6129 (Nuvolone et al., 2013). La
nostra caracteritzacié d’aquest model ha anat més enlla estudiant també [I'afectacid
conductual i cognitiva. La neurotransmissié glutamatérgica, que s’ha descrit regulada per
la PrP¢ (Khosravani et al., 2008), és la principal responsable de la connectivitat cortical i la
seva disfuncié s’ha relacionat amb alteracions conductuals des de I'aprenentatge a I'estrés
(Russo and Nestler, 2013). Pensem, per tant, que I'afectacié sinaptica de I'abséncia de
PrP¢ podria anar més enlla d'una disfuncid sinaptica i alterar el comportament i
'aprenentatge en el ratoli genoanul-lat, com treballs previs amb altres models ja han
apuntat (Criado et al., 2005; Schmitz et al., 2014b).
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El ratoli Prnp%° presenta unareduccio de la mobilitat i un comportament
ansios

Observem que els ratolins Prnp®® mostren una mobilitat significativament reduida al test
del camp obert (Open Field). Pensem que aquests resultats van més enlla d’'una afectacio
locomotora. La seva tendéncia a situar-se a la periféria de I'arena durant el test i el menor
nombre d’episodis exploratoris que realitzen apunten a una conducta ansiosa. Aquesta
explicaria la reduccio de l'activitat ja que I'estrés incrementa I'aversio natural dels ratolins
a situar-se en zones exposades, tal com el centre de I'arena en aquesta prova (Carola et
al., 2002). Hem inferit també aquest comportament ansiés amb l'elevada defecacio dels
animals genoanul-lats durant I'habituacio per al test de reconeixement d’objectes (Ramos,
2008; Seibenhener and Wooten, 2015). Aquests resultats encaixen amb treballs previs on
s’han observat diferents alteracions conductuals en ratolins Prnp®® que es podrien
relacionar amb un perfil ansiés/depressiu: deéficits en el test de fabricacié del niu (Nest
Building test) (Schmitz et al., 2014b); reducci6 de la mobilitat i increment en la latencia per
iniciar I'exploracié en el test del camp obert (Coitinho et al., 2003); i un augment del periode
de immobilitat en el test de la natacio forcada (Forced swimming test) i el de la suspensio
per la cua (Tail Suspension test) (Gadotti et al., 2012).

A la literatura, troboem més d’'una quinzena de publicacions que, de forma puntual o
exhaustiva, estudien el comportament dels ratolins Prnp®® (Vegeu Schmitz et al., 2014b
per a revisi). Les aproximacions sén molt diferents per poder fer-ne una bona comparacio,
pero la majoria de treballs descriuen alguna alteracié en el comportament o I'aprenentatge
en els animals genoanul-lats. Només n’hi ha tres que no mostren cap diferéncia amb el
control. En un d’aquests treballs no es realitza cap test, només es comenta I'observacié de
'experimentador sense cap mesura (Manson et al., 1994) i els altres dos no descriuen
diferencies amb el laberint aquatic de Morris (Water Morris maze) (Bleler et al., 1992; Lipp
et al.,, 1998). Pensem que aquesta falta d’hegemonia en els resultats podria provenir
sobretot de I'Us de diferents soques de ratolins i d’aproximacions experimentals. Només un
treball realitza estudis de conducta, concretament el laberint circular de Barnes (Barnes
circular maze), amb el model co-isogénic pur 129/0Ola observant déficits en el temps de
laténcia de resposta i en la memoria espacial (Criado et al., 2005). Tot els altres estan fets
amb diferents variants del controvertit model B6129 (Nuvolone et al., 2013). A més, I'estudi
de la conducta animal requereix no només d’'una praxis molt acurada, siné del control de
moltes variables que poden alterar els resultats. Es molt important des de I'estabulacié dels
animals i el moment del dia de I'experiment, com el sexe i I'edat dels individus d’estudi
(Gulinello et al., 2018). El control de totes aquestes variables és important, pero pensem
que el aquest cas ho és sobretot 'edat de I'animal. Diversos treballs apunten qué les
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deficiéncies en el comportament en els ratolins Prnp®°

apareixen amb l'edat sigui per
deficits durant el desenvolupament i la maduraci6 del SNC o per lalteraci6 dels
mecanismes de proteccid enfront I'envelliment (Rial et al., 2009; Schmitz et al., 20144a;

Massimino et al., 2016).

Disfuncié en I'aprenentatge instrumental basat en el condicionament
operant en I’animal Prnp®°

El ratoli Prnp®° pressiona significativament menys cops la palanca de la caixa d’Skinner
durant el test d’aprenentatge instrumental. A llarg de les 7 sessions, tots els animals control
assoleixen el criteri d’aprenentatge de la tasca, en canvi, només ho fan el 69 % dels
genoanul-lats. La gran disparitat entre la mobilitat dels dos models podria explicar aquesta
diferéncia, no obstant, els resultats amb el paradigma llum/foscor corroboren que I'alteracio
rau en un déficit d’aprenentatge. Resultats no publicats del nostre grup, amb el ratoli B6129-
Prnp®°, també mostren deficiéncies en I'adquisicié del condicionament operant amb el test
de la caixa d’'Skinner. A més, Schmitz i col-laboradors descriuen déficits en el
condicionament per por (Schmitz et al., 2014a).

La memoria associativa basada en el condicionament operant, com el cas del test
d’'Skinner, implica la integracié d’informacié de diferents arees sensorials i motores de
'escorga cerebral on participen tot tipus de mecanismes de plasticitat sinaptica (Hasan et

al., 2013). Els déficits en 'adquisicié d’aquest aprenentatge en I'animal Prnp®°

implicaria
que l'abséncia de la PrP¢, d’alguna manera, afectaria a la connectivitat i la plasticitat

d’aquest complicat sistema.

L’abséncia de la PrP° no altera la facilitacié sinaptica, perdo augmenta
’excitabilitat que correlaciona amb una major susceptibilitat epiléptica

La neurotransmissié glutamatéergica és responsable de la major part de la connectivitat
cortical i la seva disfuncié s’ha relacionat amb bastantes patologies com la malaltia
I'’Alzheimer, I'epilepsia, la isquémia i, fins i tot, conjuntament amb altres neurotransmissors
com el GABA i la dopamina, amb trastorns de l'estat d’anim com l'estrés cronic i la
depressié (Russo and Nestler, 2013). Ates a que la PrP¢ s’ha relacionat amb la regulacio
d’aquesta sinapsi (vegeu Watts et al. 2018 per a revisio), hem estudiat la seva plasticitat i

excitabilitat en el ratoli Prnp®°

per intentar inferir les causes de les alteracions conductuals
que hem observat. Concretament, ens hem centrat en les fibres col-laterals de Schaffer de

I'hipocamp. Es un model molt ben definit de connectivitat glutamatérgica i gabaérgica
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implicat directament en el condicionament operant, la memoria espacial i la conducta
ansiosa (Anacker and Hen, 2017).

L’estudi de la facilitacié sinaptica induida per polsos parells a la via col-lateral de Schaffer
ens indica que la sinapsi Prnp®° es comporta igual que la control. L’abséncia de la PrPC,
com a minim amb la nostra aproximacio, no afecta a la facilitacié sinaptica. Aquest
mecanisme sinaptic depén sobretot de 'augment de la probabilitat de fusio de les vesicules
de neurotransmissors a nivell presinaptic (Jackman and Regehr, 2017). Tot i que s’ha
descrit que la PrP¢ també s’expressa al terminal presinaptic (Herms et al., 1999), fins al
moment, la seva funcié s’ha relacionat amb mecanismes postsinaptics com la regulacié
dels receptors d’'NMDA (Khosravani et al., 2008), dels d’AMPA (Watt et al., 2012) i del canal
de K* Kv 4.2 (Mercer et al., 2013). Per tant, sembla que la PrP¢ desenvolupa el seu paper
sobretot en la part postsinaptica del terminal, encaixant amb la manca d’afectacié de la
facilitacio sinaptica regulada a I'altra part del terminal.

90 mostren una elevada

En canvi, hem observat que les fibres col-laterals de Schaffer Prnp
excitabilitat sinaptica en ser estimulades a alta intensitat. Si ens fixem en la ratio dels polsos
parells (PP) de la connexié Prnp**, observem que a intensitats baixes es va incrementant
seguint una tendéncia ascendent, indicant una facilitacié per PP (PPF), no obstant, a partir
de 0,16 mA comenca a decaure ja que experimenta depressio per PP (PPD). Aquest
fenomen es considera un mecanisme homeostatic per protegir el sistema enfront estimuls
repetitius i d’alta intensitat potencialment excitotdxics (Madrofial et al., 2009). En canvi, en
el cas de la connexié Prnp®®, la ratio de PPD no comenca fins a intensitats més elevades
(0,26 mA) i no arriba a nivells de la control. A més, si ens fixem en les dades crues de la
corbes fEPSPs, observem que la resposta al segon pols (fEPSP2) és significativament
major que la del primer (fEPSP1) a intensitats elevades. Per tant, 'abséncia de la PrP¢
sembla provocar la pérdua d’aquest mecanisme homeostatic de proteccié enfront estimuls
d’alta intensitat ja que la facilitacié sinaptica no minva.

Aquesta alteracié explicaria també que I'animal genoanul-lat sigui més susceptible a la
induccié epiléptica per KA. La sinapsi presenta un funcionament aparentment normal, pero
en rebre inputs d’elevada intensitat, com pot ser una dosi elevada i repetida de KA o una
estimulacié d’alta intensitat, no és capag¢ de mantenir I’homeostasi provocant una resposta
exacerbada que, fins i tot, acaba amb la mort neuronal com veiem amb la tincié de
Fluorojade B a la capa piramidal de CA1-CA3. Seguint aquesta idea, vam registrar la via
col-lateral de Schaffer després de I'administracié de KA (8 mg/kg i.p.) en els mateixos

% Prnp

+/+

animals Prnp (dades no mostrades). Vam observar que el doble d’animals Prnp®°
sofrien crisis espontanies (~40% enfront ~20%) i que el nombre de crisis sofertes per animal

era major (0,8 enfront 0,25 crisis/animal), tot i que no significativament (p = 0,10). Aquests
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resultats encaixen amb el que hem observat amb el fenotip epiléptic in vivo. Pensem que
elevant la dosi de KA probablement si que observariem diferéncies significatives amb el
control. Finalment, I'observacié d’aquest fenotip també en el nou model ZH3-Prnp®°
corrobora les dades que hem descrit en el segon capitol d’aquesta tesi sobre la funcié

0/0

neuroprotectora de la PrP°. El fenotip epiléptic de I'animal ZH3-Prnp®° s’assembla al de

I'Gnic altre model genoanul-lat co-isogénic pur, el 129/0la-Prnp°®.

S’han descrit diferents afectacions a la sinapsi Prnp®° que ens permetrien explicar la seva
elevada excitabilitat. Una de les més rellevants és la reduccié de la hiperpolaritzacio lenta
posterior (SAHP) a les neurones piramidals de la CA1 (Colling et al., 1996; Mallucci et al.,
2002). El potencial de membrana postsinaptic queda despolaritzat després d’'un potencial
d’accié, perd quan el terminal rep un tren de potencials d’accié consecutiu, la
hiperpolaritzacié s’allarga generant I'sAHP. Aquesta hiperpolaritzacié perllongada és un
mecanisme de proteccio enfront I'activacié excessiva i la possible excitotoxicitat derivada
degut a I'entrada massiva de Ca?* ja que allunya el potencial de membrana postsinaptic del
llindar d’activacié cosa que frena la generacio de nous potencials d’accié (Sah and Davies,
2000). Aquesta reduccio s’ha descrit en animals genoanul-lats per la PrP€ i es pensa que
prové de la reduccié de canals de Ca?* dependents de voltatge (VGCCs), actors principals
en la despolaritzacié (Senatore et al., 2012). En aquest sentit, altres treballs han descrit
que la PrP€ redueix I'entrada massiva de Ca?* després de I'estimulacié amb agonistes del
glutamat (De Mario et al., 2017).

Hem descrit la susceptibilitat dels animals Prnp®° a I’acid kainic, perd no sabem la relacié
que hi ha entre I'accié d’aquest agonista glutamatérgic i 'abséncia de la PrP€. La resposta
a aquesta pregunta no esta totalment clara, perd s’han descrit evidéncies de que la PrP¢
regularia directament I'expressio i la funcionalitat dels receptors de KA. El nostre grup va
descriure que les subunitats dels receptors de KA, GIluKl i GluK2, estaven
sobreexpressades a I'hipocamp dels ratolins Prnp®° (Rangel et al., 2007) i que la PrPC s’hi
unia directament (Carulla et al., 2011). Per tant, tant a nivell transcripcional com a nivell
d’interaccio, sembla que la PrP¢ estabilitzaria la funcié dels receptors de KA, pero ho
hauriem de corroborar amb el nostre model.

Perd, quines funcions exerceixen els receptors de KA que la seva desregulacié ocasionaria
una elevada excitabilitat? Aquests receptors s’expressen al llarg de tot el SNC, perd
sobretot a algunes sinapsis concretes com la de les fibres molses cap a CA3 i la de les
fibres col-laterals de Schaffer. Concretament, s’ha descrit que la subunitat GluK1
s’expressa notoriament a les neurones piramidals de la CA1-CA3 i la GIuK2 a les
interneurones hipocampiques (Lerma and Marques, 2013). Aquesta expressio localitzada
és la responsable de la mort neuronal a la capa piramidal CA1-CA3 tipica dels models
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experimentals d’epilépsia (Vincent and Mulle, 2009). A més, s’han descrit que participen en
dos mecanismes per protegir la sinapsis de I'excitotoxicitat. Per una banda, s’ha observat
gque la baixada de Na* a la fenedura sinaptica degut a una arribada elevada de potencials
d’accio els inhibeix, ja que necessiten la unié al-lostérica amb el Na* per activar-se. Aquest
mecanisme evita l'obertura excessiva d’aquests receptors prevenint I'excitotoxicitat
(Plested and Mayer, 2007). L’altre mecanisme és la modulacié de la sinapsi de GABA a les
interneurones de la regié CA1. Els receptors de KA s’expressen al terminal presinaptic
gabaérgic i, mitjancant I'activacié de missatgers secundaris i proteina G com si d’'un canal
metabotropic es tractés, regulen l'alliberacio de GABA (Rodriguez-Moreno et al., 1997).
Ates a aquestes funcions dels receptors de KA, suggerim que la seva alteracié degut a
'abséncia de la PrP® ocasionaria l'elevada excitabilitat que observem tant
electrofisiologicament com amb I'administracié de KA.

Les fibres col-laterals de Schaffer Prnp®° no generen potenciacié allarg
termini

El protocol d’estimulacio d’altra freqiieéncia (HFS) no aconsegueix la induccié de potenciacio

a llarg termini a 'animal Prnp®°

. Aguests resultats posen una mica de llum en una qlestio
també controvertida. L'Us de multiples models tant animals com experimentals per estudiar
I'LTP ha fet complicada la concrecio de la funcié de la PrP€ en aquest mecanisme. Alguns
treballs apunten que la induccio de la LTP en els animals genoanul-lats és exagerada
(Rangel et al., 2009), normal (Lledo et al., 1996), o només la redueix en edats avancades
(Curtis et al., 2003). En canvi, altres publicacions descriuen que la impossibilita, tal com

mostren els nostres resultats (Collinge et al., 1994; Manson et al., 1995; Criado et al., 2005).

L'LTP és un mecanisme de plasticitat sinaptica que depén de I'activacio dels receptors
d’NMDA. Aquesta, a través de I'entrada de Ca?*, activa vies de senyalitzacid, principalment
la CaMKII, que modulen el terminal sinaptic, entre d’altres coses reclutant nous receptors
d’AMPA (Herring and Nicoll, 2016). El paper concret de la PrP€ en aquest mecanisme és
desconegut, perd pensem que podria regular I'activitat dels receptors i atés a que s’ha
descrit que estabilitza i interactua amb la subunitat GIUN2D dels receptors d’NMDA
(Khosravani et al., 2008) i les subunitats GluA1 i GIuA2 dels dAMPA (Watt et al., 2012).
L’elevada excitabilitat i les crisis epiléptiques observades després de 'HFS en la majoria
dels animals genoanul-lats també podria explicar I'abséncia de potenciacié. Les crisis
epileptiques no severes generen canvis moleculars i cel-lulars a la sinapsi similars als
necessaris per induir 'LTP. Aixd, d’alguna manera, sobreactiva el sistema impedint la
induccié de I'LTP després de I'HFS (Reid and Stewart, 1997; Meador, 2007).
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Cultius neuronals corticals Prnp® mostren una disminuci6 de la seva
activitat sincronai de la formacio de xarxes

L'abséncia de la PrP€, tal com hem explicat, genera una sinapsi amb una elevada
excitabilitat que tendeix facilment a sofrir episodis epiléptics. L’epilépsia, a grans trets, és
una alteracio de I'equilibri entre la neurotransmissié excitatoria i la inhibitoria degut a factors
genetics i adquirits. Aquest desequilibri pot ser causat per alteracions en la connectivitat
del cervell a consequiéncia de déficits durant el desenvolupament, traumes o infeccions
(Stafstrom and Carmant, 2015). Segons aix0, el nostre segiient pas va ser estudiar les
consequéncies de I'abséncia de la PrP¢ en la maduracié i la connectivitat neuronal in vitro
per descriure si aixo podia explicar el fenotip que hem observat. Observem clarament que
els cultius genoanul-lats presenten una maduracié i connectivitat neuronal deficients amb
un nombre reduit d’activacions sincrones (burst).

S’ha descrit que la PrP° regula positivament la diferenciacié neuronal in vitro i in vivo a
I'hipocamp (Steele et al., 2006) i al bulb olfactiu (Parrie et al., 2018) dels ratolins. Inclis
s’ha observat que la seva expressié augmenta al llarg del desenvolupament del SNC en
humans (Adle-Biassette et al., 2006). A més, s’ha relacionat amb la formacié de noves
neurites (Loubet et al., 2011) i, a través de la seva unié homofilica PrP¢-PrPC, en al seva
guia i creixement in vitro (Amin et al., 2016). Nosaltres mateixos, en el primer capitol
d’aquesta tesi, observem un endarreriment en la diferenciacié de les iPSC amb la mutacié
Y218N, apuntant també en aquest sentit. Per tant, pensem que la caréncia de la PrP¢
provoca déficits en la diferenciacié i maduracié de les xarxes neuronals tan in vitro com in
Vivo que provocarien aquesta baixa sincronia en el cultiu.

PrPC: excitabilitat, connectivitat i modulacié de la conducta

En aquest capitol, hem caracteritzat a nivell conductual i sinaptic per primer cop el model
ZH3-Prnp®°. S’ha considerat el model “definitiu” per estar generat sota un fons genétic pur,
i sobretot, per haver-se realitzat amb una minima afectacié del genoma. Hem descrit que
aguest model genoanul-lat presenta déficits en el condicionament operant i una reduccié
notoria de la seva activitat que relacionem amb un comportament ansiés. Coincidint amb
resultats previs descrits amb altres models, observem una elevada excitabilitat, una major
susceptibilitat a I'epilépsia i la manca d’induccié d’'LTP. Aquest fenotip semblaria provenir
d’'una manca de connectivitat i la maduracio endarrerida que hem descrit in vitro.
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El deteriorament cognitiu és un dels primers simptomes de les Prionopaties (Caine et al.,
2015) i una proporcié notoria de pacients sofreixen crisis epiléptiques. L'epilépsia i les
alteracions cognitives com la depressio i 'ansietat es presenten comorbides en molts de
pacients (Kanner, 2011). S’ha descrit una relacio directe entre I'estrés, via glucocorticoides,
i la neurotransmissio glutamatérgica (Popoli et al., 2011) i s’han observat comportaments
depressius en models experimentals d’epilépsia (Medel-Matus et al., 2017). A més, s’han
observat alteracions en el nivell d’expressié de la PrP¢ en pacients d’esquizofrénia, trastorn
bipolar, depressio (Weis et al., 2008) i trastorn de la conducta (Dean et al., 2018), indicant
que podria participar en la patologia. Per tant, podriem pensar que I'elevada excitabilitat
neuronal dels animals genoanul-lats podria explicar no només la simptomatologia
epiléptica, sind també les alteracions en el comportament i I'aprenentatge. La relacio entre
la PrPC¢, I'excitabilitat sinaptica i els déficits cognitius ja va ser postulada per Gadotti i
col-laboradors. Observen que I'animal Prnp®° es recupera del seu comportament semblant
a la depressio en el test de la suspensio de la cua després d’administrar-li I'inhibidor
glutamatérgic MK-801 (Gadotti et al., 2012). Encaixant amb el que acabem de comentar,
els nostres ratolins genoanul-lats semblen presentar una conducta anhedonica segons
resultats preliminars amb el test de preferéncia a sacarosa. | també hem observat, tot i que
els resultats no son del tot fiables degut a la baixa interaccid dels animals Prnp®°,
diferéncies significatives en el test de reconeixement d’objectes, i per tant, en la memoria
episodica.

Més enlla de I'excitabilitat, pensem que és important remarcar també l'alteracié de la
maduracid i connectivitat neuronal observada en el cultiu genoanul-lat ja que podria explicar
part del deteriorament cognitiu. Encaixant amb aquesta idea, Salazar i col-laboradors van
estudiar el paper de la PrP¢ amb la toxicitat derivada de I'AB a estadis avangats de la
patologia. Amb aquest proposit, van eliminar condicionalment I'expressié de la PrPC¢ als 12
i 16 mesos d’edat en els ratolins APP/PS1-floxPrnp-Cre i van observar que la delecié de la
PrPC recuperava el deteriorament cognitiu degut a I'expressié de 'APP/PS1 (Salazar et al.,
2017). En el nostre cas ens interessa fixar-nos amb els resultats que obtenen amb els
animals APP/PS1°°-floxPrnp-Cre*. Observen que la delecié de la PrP¢ en una edat
avancada no altera les seves capacitats cognitives. Atés a aix0, tindria sentit pensar que
les deficiéncies cognitives que nosaltres descrivim podrien provenir d’alteracions durant el
desenvolupament, ja que el nostre model genoanul-lat és constitutiu.
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4. La PrP®, bastida sinaptica amb muiltiples
acompanyants

La proteina prionica cel-lular s’expressa al terminal sinaptic, sobretot als rais lipidics (Taylor
and Hooper, 2006). Els rais lipidics, com tot el terminal, sén estructures amb una gran
guantitat de proteines que interaccionen de forma molt regulada i controlada per permetre
la formacié de la sinapsi i la neurotransmissié. Entenem la PrP€ com una proteina clau en
aguest sistema, convertint-se amb una bastida extracel-lular ancorada a la membrana que
regula la funcionalitat d’altres proteines. Linteractoma de la PrP¢ és molt extens: 1)
subunitats de receptors glutamatérgics ionotropics, la GIuN2D (Khosravani et al., 2008), la
GluAl, la GIuA2 (Watt et al., 2012) i la GluK2 (Carulla et al.,, 2011); 2) receptors
metabotropics de glutamat tipus | (Beraldo et al., 2011); 3) canals ionics dependents de
voltatge, el Kv4.2 (Mercer et al.,, 2013) i el VGCC (Senatore et al.,, 2012); 4) cations
divalents, el Cu?* (Brown et al., 1997), el Zn?* (Walter et al., 2007) i el Mn?* (Brazier et al.,
2008); 5) proteines d’adhesio cel-lular, 'INMCA1 (Santuccione et al., 2005) i la integrina 1
(Loubet et al., 2011); 6) altres receptors com 'EGFr (Llorens et al., 2013b) i Notch (Hirsch
et al., 2018); i 7) agregats amiloides d’AB (Lauren et al., 2009) i d’a-sinucleina (Urrea et al.,
2018).

Totes aquestes proteines, complexes i ions amb qué interactua la PrP€ es troben a I'espai
extramembrana, encara que s’ha descrit que la PrP°¢ regula vies de senyalitzacio
citoplasmatiques, tot i que la proteina madura s’expressa a I'espai extracel-lular ancorada
a la membrana i no té cap domini intracel-lular. La considerem una proteina lligand que
actua com a mediadora de senyals externs actuant sobre altres proteines (Hirsch et al.,
2017; Wulf et al., 2017). Per exemple, s’ha descrit que la PrP¢ canalitza la toxicitat dels
oligdmers d’ApB i dels propis prions a traves de la seva interaccié amb el receptor mGIuR5
(Um et al., 2013; Goniotaki et al., 2017). També que la PrP€ regula la neuritogénesi activant
la via RhoA/LIMK/cofilina unint-se a la Integrina 1 (Loubet et al., 2011). Per tant, la
interacci6 amb altres proteines és indispensable per la seva regulacié de vies de
senyalitzacio intracel-lulars i aixd li confereix la capacitat d’'incidir en processos que no
estan al mateix compartiment cel-lular.
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Recentment, s’ha descrit que no tota la PrP® es processaria igual i algunes formes
minoritaries (~1-10 %) adquiririen conformacions transmembrana durant el transit vesicular
des del reticle endoplasmatic, i inclis hi hauria una forma citoplasmatica (<*'PrPC). Aquesta
isoformes poden tenir el C-terminal de cara al lumen de la vesicula (“™PrP¢) o al citoplasma
(M™PrPC) (Mironov et al., 2003; Emerman et al., 2010). A partir d’aquest descobriment, han
aparegut alguns treballs que apunten a qué aquestes formes tindrien funcions especifiques
gue podrien, en part, ser responsables de la regulacié intracel-lular de la PrP¢. Per
exemple, s’ha descrit que aquestes espécies s’uneixen a la proteina Argonauta (Argo), que
participa en el processament dels ARNmicro al citoplasma (Gibbings et al., 2012). S’ha
postulat també que podrien incidir en la toxicitat a les Prionopaties (Song et al., 2013).
L’aparicié d’aquesta linia en I'estudi de la PrP€, tot i que encara esta comencant, obre la
porta a entendre moltes funcions descrites per aquesta proteina i a entendre que el seu
paper vagi més enlla de la sinapsi. En el nostre cas no tenim cap informacié per descartar
o no el paper d’aquestes formes minoritaries.

Atés a aquest ampli interactoma i a la importancia de la seva acci6é conjunta amb altres
proteines, és facil pensar que la delecié o mutacié de la PrP¢ ocasioni un ventall tant dispers
d’alteracions. Per exemple, tal com hem descrit en aquesta tesi, des de la regulaci6 de la
proteina Tau, a la neuroproteccié epiléptica, I'excitabilitat sinaptica i el comportament. Per
una altra banda, les funcions a les que s’ha relacionat la PrP€ sén essencials per al bon
desenvolupament del sistema nerviés i probablement existeixen mecanismes de
compensacio que poden sobreposar-se a I'abséncia de la PrPC, i, per tant, emmascarar les
consequéncies de la seva delecié o mutacié en els models genoanul-lats. Seguint aquesta
linia, trobem el treball de Young i col-laboradors. Observen que la doble delecié de Prnp i
del gen Sprn, que codifica per la proteina Shadoo (homologa a la PrP€), provoca letalitat
embrionaria, perd no ho fa només la delecié d’'un dels dos gens. Postulen que aquests gens
regularien funcions paral-leles durant el desenvolupament embrionari compensant-se entre
ells si un falla (Young et al., 2009). Aquests mecanismes de compensacié, pensem que
podrien ser el motiu pel qual necessitem forcar el sistema per observar diferéncies entre
'animal d’expressio salvatge i el genoanul-lat. En el segon capitol, necessitem administrar
una dosi elevada de KA (3x10 mg) per observar el fenotip epiléptic i, en el tercer, no
observem cap alteracié en I'excitabilitat ni la facilitacié sinaptica fins que estimulem a una
elevada intensitat. Postulem que aquests mecanismes de compensacié sostindrien el
sistema en un estat basal, perd sucumbirien en situacions d’estrés i d’elevada intensitat.
En aquest sentit, a la literatura trobem varis estudis de la conducta del ratoli Prnp®° que
nomeés observen alteracions a edats avangades de 'animal (Coitinho et al., 2003; Curtis et
al., 2003; Massimino et al., 2016). Considerem que aquests treballs en serien un exemple,
mentre el sistema és “jove” i capag de compensar la manca de la PrP€ no hi ha disfuncions,
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en canvi, quan envelleix i els mecanismes de reparacié comencen a ser menys eficients,
apareixen les alteracions.

Amb tot aguest context, en la present tesi hem estudiat les funcions fisiologiques de la PrP¢
en diferents ambits, perd que convergeixen en un mateix marc. Amb els nostres resultats i
la literatura hem dissenyat un model de les funcions de la PrP¢ que aqui hem abordat
(Figura 15). Per una banda, participaria en la fosforilaci6 i I'splicing alternatiu de la proteina
Tau (Figura 15A). Aixi, en les neurones derivades de les iPSC procedent del pacient de la
GSS, la mutacié Y218N desregularia I'equilibri de fosforilacié i desfosforilacié de Tau i el
seu splicing alternatiu. L’augment de la p-Tau i/o l'increment de les isoformes Tau 3R
reduiria I'afinitat de les dineines i kinesines als microtubuls alterant el transit mitocondrial
(Figura 15B). Un treball in silico descriu detalladament les consequéncies d’aquesta
mutacié en l'estructura tridimensional de la proteina, postulant que implicarien importants
alteracions en la seva funcié (Cheng and Daggett, 2014). Tot i que no sabem a través de
quina via de senyalitzacid, la mutacié de la PrP® modificaria la seva modulacié aiglies avall
de la proteina Tau. S’ha descrit préviament que la PrP€ regula I'activitat de Fyn i 'expressio
de la Cdk5, ambdues relacionades amb la fosforilaci6 de Tau (Benvegnu et al., 2011;
Larson et al., 2012), mecanisme que podria afectar en el nostre sistema. Pel que fa a
I'splicing alternatiu, el nostre grup esta seguint una linia experimental basada en la
regulacié de la PrP¢ d'alguns ARNmicro i de I'splicing. Aquesta idea és basa amb la
interaccié descrita de la PrP¢ amb la proteina Argo, encarregada del processament dels
ARNmicro (Gibbings et al., 2012). Tant alguns ARNmicro com la propia Argo s’han
relacionat amb la regulacié de I'splicing alternatiu, per tant podrien explicar els nostres
resultats (Hébert et al., 2012; Batsche and Ameyar-Zazoua, 2015).

En un segon terme, la PrP¢ regula el desenvolupament neural participant en la proliferacié
i neurogeénesi (Steele et al., 2006; Prodromidou et al., 2014), la diferenciacié neuronal
(Steele et al., 2006) i la formacio sinaptica (Amin et al., 2016). Els nostres resultats d’imatge
de Ca?" in vitro demostren que la PrPC participa en la formacié de xarxes i la connectivitat
(Figura 15C). També hem observat a les iPSC-Y218N un endarreriment en la diferenciacié
neuronal que podriem relacionar amb la disfuncié de la PrP€ directament, o indirectament
a través de la regulacié de I'splicing de Tau, ja que I'elevada expressié de les isoformes 3R
potser causa o efecte de I'estancament en la diferenciacié neuronal (Figura 15D). | en tercer
lloc, la PrP€ a nivell sinaptic, com hem comentat abans, participa en la regulacié de diferents
receptors glutamatérgics, proteines d’ancoratge, proteines d’adhesié cel-lular i en
I'hnomeodstasi del coure (Vegeu Wulf et al, 2017 per a revisi6) (Figura 15E). Aquestes
funcions a nivell sinaptic afecten directament també al desenvolupament neural (Figura
15F).

211



Resum de resultats i Discussio

Un cop descrites les funcions de la PrP¢, desxifrem les consequiéncies de la seva abséncia
en el nostres models Prnp®° (Figura 15G). En aquesta tesi no hem mirat com afecta a
I'expressio i funcionalitat de la Tau I'abséncia de la PrPC. No podem descartar que part de
les alteracions descrites en els nostres models genoanul-lats provingui d’'una desregulacié
de Tau (Figura 15H). Sorprenentment, s’ha publicat que els ratolins Mapt®® sén resistents
a la induccio epiléptica per KA, indicant que la proteina Tau podria tenir un paper en la
susceptibilitat a I'epilépsia (Pallo et al., 2016). Per tant, si els nostres ratolins Prnp®°
presentessin alguna alteracio a Tau, aquesta podria influir també en el seu fenotip epiléptic.

Els nostres resultats mostren una elevada excitabilitat sinaptica i deficiencies en la
connectivitat. Dintre d’aquest fenotip també incloem la reduccié de la capacitat de resposta
a estres cel-lular com s’ha descrit en models d’isquémia (Beraldo et al., 2018) i d’hipoxia
(Ramljak et al., 2015) (Figura 15l). Aquests fenotip provoca que I'animal genoanul-lat sigui
més susceptible a sofrir episodis epileptics degut a I'administracié d’acid kainic, tal com
hem descrit al segon capitol, i a les estimulacions eléctriques repetides d’alta intensitat,
com hem observat en el tercer (Figura 15J). No s’indueix LTP en I'animal Prnp®° (Figura
15K). Pensem que pot ser perqué els mecanismes necessaris per aquesta induccié fallin
ja que la PrP€ hi participa directament, com per la seva regulacio dels receptors ’'NMDA
(Khosravani et al., 2008) i/o del reclutament de nous receptors ’AMPA (Watt et al., 2012).
No podem descartar tampoc, que sigui degut a l'elevada excitabilitat del sistema.
Finalment, els déficits d'LTP i I'excitabilitat generarien un sistema que afectaria al
comportament de I'animal. Aquest presenta una conducta ansiosa i pseudo-depressiva,
una reduida activitat i no és capag¢ d’aprendre tasques com el condicionament operant
(Figura 15L).

Abans d’acabar aquest apartat, creiem que és important posar en relleu qué hem
caracteritzat nous models per estudiar aquest ampli repertori de funcions de la PrPC. El
primer model neuronal in vitro provinent directament d’'un pacient de Prionopatia que ens
permetra estudiar també la Taupatia. En segon lloc, hem demostrat I'efecte dels Flanking
genes en el model muri més utilitzat, el ZHI, replantejant, com altres ja havien fet, la seva
validesa. Finalment, hem caracteritzat un nou model de ratoli, el ZH3, que ens permetra
sobreposar-nos a aquesta controvérsia de models i estudiar nitidament les funcions de la
PrPC.

Agquest ampli repertori de funcions que descrivim reforcen la idea en qué varem comengar
aquesta tesi doctoral. Estudiar la fisiologia de la PrP¢ enddgena per entendre millor la
patologia de les Prionopaties ja que la seva expressio es veu reduida en el SNC dels
pacients. Tot aguest ventall de simptomatologia que hem observat in vitro i in vivo es
produeix a banda de la generacié de PrPs¢ i de la seva agregacid, posant sobre la taula

212



Resum de resultats i Discussio

només, les consequéncies de I'abséncia o la mutacio de la PrP¢. El deteriorament cognitiu

i les crisis epileptiques sén dos simptomes d’aquestes malalties que, extrapolant els

nostres resultats, podriem pensar que, potser, sdn consequéncia, en part com a minim, de

la pérdua de la PrP€. Actualment, s’estan plantejant tractaments dirigits contra la PrP°

endogena per evitar el seu plegament andmal i 'agregacié amb anticossos o0 molécules

anti-prions (Polymenidou et al.,

2004; Diaz-Espinoza et al.,

2018). Observant els nostres

resultats i el que aqui hem resumit de la literatura, pensem que és molt important aprofundir

en els efectes de l'eliminacido de la PrP¢ endogena per assegurar-nos que aguests

tractaments no tinguin uns efectes secundaris molt drastics contraproduents.
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5. Perspectives de futur en I'estudi de la PrP®

Tot i que han passat quatre décades des del descobriment del prid, encara ens falta molt
cami per poder donar una resposta als pacients. Es molt important aprofundir en el
coneixement de la biologia de la PrP¢ per poder dissenyar i plantejar els tractaments del
futur. Amb aquest objectiu, en aquest apartat explicarem com hauria de continuar el
projecte meés enlla d’aquesta tesi.

En primer lloc, parlarem de les iPSC que hem generat i caracteritzat. S6n una eina
prometedora en l'estudi de la relacié entre PrP¢ i Tau, aixi com de la comorbiditat
Prionopatia-Taupatia. Per una banda, considerem que seria interessant aconseguir la
generacio de la PrPS¢ per obtenir el primer model neuronal que espontaniament reproduis
la Prionopatia. En aquest sentit, pensem que una aproximacié 3D amb organoides podria
propiciar 'acumulacié de PrPs¢ tal com s’ha descrit amb iPSC derivades de pacients
d’Alzheimer familiar (Raja et al., 2016) o reprogramades amb per expressar '’ApoE4 (Lin et
al., 2018). En aquests casos s’observen clarament agregats d’AB. Tenint en compte que la
GSS és una Prionopatia de progressié lenta, potser necessitariem afegir algun estres
cel-lular per induir la generacié de la PrP¢. Tal com s’ha descrit amb I'AD, I'activitat
neuronal indueix la generacio d’AB ja que propicia el processament de 'APP per la via
amiloidogenica (Das et al., 2013). Per tant, pensem que l'activacié forgada de les neurones
amb algun mecanisme optogenétic o0 amb agonistes podria propiciar la generacié de PrP>c.
Tot i aix0, potser la quantitat de PrPS¢ que es formaria no seria detectable amb el sistema
de deteccidé convencional amb proteinasa K i hauriem d’analitzar les mostres amb un
sistema d’amplificacié de proteina mal plegada ex vivo, com 'RT-QuIC o el PCMA. Pensem
gue amb aquests tres canvis es podria generar espontaniament PrPS¢ i obtenir el primer
model de la patologia in vitro.

Per una altra banda, també seria interessant estudiar el mecanisme pel qual la mutacié de
la PrP¢ ocasiona un augment de la fosforilacié de Tau i un desequilibri en el seu splicing
alternatiu. Aquesta descripcio podria ajudar a entendre la patologia de totes les Taupaties
més enlla de la GSS. Nosaltres vam mirar l'activitat de la GSK3 i no vam veure cap
diferéncia amb el control, per tant, la regulacié ha d’anar per alguna de les altres cinases o
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fosfatases que participen en I'equilibri fosforilacié/desfosforilacié de Tau. Per tant, s’haurien
de fer assajos d’activitat de la Cdk5, Fyn i la PP2A, entre altres, i després anar
desengranant els actors que hi participen. Pensem que seria molt important descriure a
través de quina proteina o complex la PrP¢ regula aquesta via per poder incidir-hi
directament. Amb aquesta fi realitzariem assajos de co-immunoprecipitacié de la PrP¢-
Y218N per desxifrar el seu interactoma. Seguint amb la proteina Tau, hem comentat en
I'apartat anterior que no podem descartar que en el nostre model Prnp®° també estigui
alterada. Aquesta linia experimental s’esta duent a terme al nostre grup amb resultats
preliminars prometedors observant alteracions en [I'splicing alternatiu de Tau en el SNC
del ratoli genoanul-lat.

El seglent pas és aprofundir en la descripcid dels mecanismes que provogquen les
alteracions en I'excitabilitat i la connectivitat que hem observat en 'animal ZH3-Prnp®°.
Actualment estem realitzant experiments per quantificar la neurogénesi hipocampica i les
espines dendritiques de la CA1 amb una tinci6 de Golgi. Aquests experiments ens
permetran estudiar la generacio i incorporacié de noves neurones, i el nombre i morfologia
dels botons sinaptics que podria relacionar-se amb la seva excitabilitat sinaptica. També
tenim programada una bateria de testos conductuals (test de suspensié de la cua, test de
preferencia a la sacarosa i el test de la nataci6 forgcada) per descriure en més detall el
fenotip ansids/depressiu en I'animal genoanul-lat. Ens permetran dirimir totalment entre
I'afectacio locomotora i la cognitiva. Finalment, hem realitzat una sequenciacié d’ARN total
de 'hipocamp de ratolins Prnp®® i Prnp*’*. Els resultats preliminars de I'ontologia genética
s6n prometedors. Tot i que encara hem de validar els resultats, han aparegut desregulats
sistemes que podrien explicar els fenotip com I'alteracié de receptors de neurotransmissors
(Gabra2, GIuN2B i Adora2B), proteines de dinamica sinaptica (Cav3 i Syn3), proteines
reguladores de la maduraci6 de 'ARNm com CPEB4, i sorprenentment, enzims del
metabolisme oxidatiu (Ldhd, Enolb i Cox14).

La informacié de la seqlienciacié de 'ARN sembla que obrira les portes a noves linies
d’'investigacio interessants si es confirmen aquestes dades preliminars. Per primer cop es
relacionaria la PrP® amb el metabolisme de la glucosa al cervell, tant important en aquest
organ. La neurona no tindria només afectacié a nivell sinaptic, sin6 també problemes
energetics. Ens crida I'atencié I'alteracio del receptor gabaérgic Gabra2 que ens permetria
enfocar I'elevada excitabilitat també a una alteracié de la inhibicid, encaixant amb altres
treballs que descriuen que els animals Prnp®° també son susceptibles a la inducci6
epileptica amb PTZ (Fleisch et al., 2013). Amb la recerca de les funcions d’aquests gens,
hem descobert una malaltia del desenvolupament minoritaria, I'encefalopatia Grin2B,
causada per mutacions al gen GIluN2B (recordem que Grin2B i GIuN2B es refereixen al
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mateix gen). S’han descrit només un centenar de casos, pero tots cursen amb déficits
intel-lectuals, sindrome de I'espectre autista i epilépsia. També s’han observat deficiéncies
locomotores i de la vista i malformacions corticals similars (Platzer et al., 2017; Platzer and
Lemke, 2018). A més, l'alteracié de la proteina reguladora de la poliadenilaci6 CPEB4
s’acaba de relacionar amb l'autisme (Parras et al., 2018). Si confirmem aquests resultats,
pensem que seria massa casualitat que el nostre animals genoanul-lat presentés
simptomes molt similars als dels pacients de I'encefalopatia Grin2B i alguns trets semblants
a lautisme, i que tingui els mateixos gens desregulats sense haver-hi cap relacié.
Clarament, intentariem obtenir més dades sobre aquestes malalties per estudiar la si la
PrP¢ hi té també alguna relacié i si les alteracions que les causen també afecten al nostre
model genoanul-lat.

El que acabem de comentar és la continuacié del projecte actual. No obstant, ens
interessaria anar més enlla i posar sobre el paper també noves linies d’investigacié en el
camp. Per una banda hem observat i descrit alteracions en el desenvolupament i la

diferenciacié neuronal en els models Prnp®°

, perd no s’ha fet encara una caracteritzacio
detallada, sobretot a nivell embrionari. Pensem que concretar les alteracions de
connectivitat del sistema ens permetrien entendre millor el fenotip que observem després
a 'adult. No obstant, considerem molt important la introduccié de models de control de
'expressid de Prnp a nivell temporal i espacial per detallar les seves funcions. El nostre
grup acaba d’obtenir I'animal flox-Prnp ideal per aquest proposit. Experiments de delecié
de Prnp amb infeccions de lentivirus 0 adenovirus amb la recombinasa Cre en moments i
espais concrets ens permetrien discernir si el fenotip observat és degut a problemes en el
desenvolupament o directament a la funcié de PrP¢ en I'adult. Aquesta aproximacié és molt
interessant sobretot de cara a entendre millor el que passa en els pacients. Excepte en els
casos de Prionopatia familiar on la mutacié a la PrP¢ s’arrossega tota la vida, en els casos
esporadics i adquirits, el canvi de conformacioé de la PrP€ i la reduccié de la seva expressié
apareixen quan el SNC ja esta format. Aixi, eliminar-la en I'animal adult en les regions del

cervell amb més afectacié en els pacients, ens ajudaria a entendre la patologia.

Pel que fa a l'estudi de la malaltia, considerem que cal posar émfasi en la recerca de
biomarcadors que ens en permetin la deteccio preco¢. Hem avangat molt amb mostres de
CSF, pero encara estem lluny de poder fer una diagnosi a anys vista que ens permeti actuar
clinicament. En aquest tema és crucial també trobar marcadors en mostres menys
invasives com el sérum sanguini. Recentment s’ha publicat que la cadena lleugera del
neurofilament (NFL) és un biomarcador tant a nivell de CSF com de sérum sanguini
d’Alzheimer presimptomatic (Preische et al., 2019). Sense anar més lluny, 'any passat es
va descriure que el propi NFL és un marcador pel sCJID en sérum (Thompson et al., 2018).
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Falten estudis longitudinals amb pacients preclinics per trobar aquests marcadors abans
gque la malaltia hagi avancat massa.

També ens agradaria comentar una nova forma dentendre les malalties
neurodegeneratives que cada cop té més recolzament cientific. Ens referim a I'aproximacio
holistica de la malaltia assumint que és una desregulacio a nivell sistéemic, no només del
SNC. | per tant, la seva causa pot provenir de fora del cervell: d’'una desregulacié del
sistema immunitari o hormonal, d’estimuls externs com una infeccié o, inclus, d’episodis
d’afectaci6 emocional o de I'ambient on vivim. La recerca gendmica i epigendmica de
I'etiologia de les malalties neurodegeneratives fins al moment no ha sigut capag¢ de donar
resposta i la majoria de casos es consideren esporadics quan evidentment tenen una
causa. Potser senzillament no hem estat mirant en el lloc adient.

Algunes investigacions recents apunten en aquest sentit. Inamdar i col-laboradors
descriuen que I'l-octen-3-ol, un compost volatil d’origen fungic molt present en l'aire
d’ambients amb poca ventilacié i humitat, causa neurodegeneracié dopaminérgica similar
a la del Parkinson (Inamdar et al., 2013). Altres treballs relacionen la malaltia d’Alzheimer
amb una infeccié fungica. Pisa i col-laboradors detecten hifes flngiques intra i
extracel-lulars al SNC de pacients d’AD (Pisa et al., 2015). Aquest mateix any, s’ha descrit
una elevada preséncia del virus de I'herpes en diferents cohorts de pacients d’AD
(Readhead et al., 2018) i s’ha postulat que 'acumulacié d’A és un mecanisme de proteccié
propi del cervell per protegir-se contra la infeccié virica, postulant una relacié directa entre
la patologia i la infeccioé (Eimer et al., 2018). Encara s’ha de desxifrar clarament la relacio
causa-efecte ja que les infeccions en el SNC correlacionen amb 'edat sense estar sempre
relacionades amb processos patologics. No obstant, els resultats semblen encoratjadors. |
si a part de la possible infectivitat també posem el nostre estat emocional a I'equacio?
Recentment s’ha observat que l'activacid del sistema de recompensa augmenta la
immunitat innata i 'adaptativa a través de la modulacié del sistema simpatic (Ben-Shaanan
et al., 2016) que inclis redueix la mida dels tumors en models animals (Ben-Shaanan et
al., 2018).

No podria ocorrer quelcom similar amb les Prionopaties? Qué es desencadenin degut a
una infeccié? Qué els pacients hagin sofert algun xoc emocional que hagués desregulat la
relacié del sistema de recompensa amb el sistema immunitari induint a la patologia? Sén
preguntes molt obertes i arriscades, perd creiem que podrien obrir un nou cami per
reenfocar I'estudi d’aquesta patologia tan severa, i potser, comencar a entendre-la.
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10.

11.

Conclusions

La mutacié Y218N-Prnp causa un endarreriment de la diferenciacié neuronal,
astrogliosi i mort cel-lular als cultius neuronals derivats de les iPSC procedents
d’un pacients amb GSS

La PrP®-Y218N altera I’splicing i I’equilibri de fosforilacio i desfosforilacié de la
proteina Tau provocant un augment de la ratio Tau3R / Tau4R, de la seva
fosforilacio i una redistribucio a I'’espai somatodendritic

La PrP®-Y218N provoca una reduccié en la velocitat del transit mitocondrial
axonal

Els cultius estandard en dues dimensions per la diferenciacié neuronal d’iPSC
no s6n un bon model per reproduir la generacié espontania de PrPs¢ ni la seva
infectivitat

Els Flanking genes presents en el ratoli B6129-Prnp®® exageren la seva
susceptibilitat a I’'acid kainic

La PrP€ participa en el manteniment de I'estabilitat sinaptica, la seva abséncia
provava un increment en la susceptibilitat a I’epilépsia induia amb acid kainic

L’ancoratge a membrana i el domini OR de la PrP¢ s6n necessaris per la
neuroproteccié enfront la mort per acid kainic en cél-lules Neuro2a

L’abséncia de la PrP® en el ratoli ZH3 |i provoca una conducta ansiosa, una
activitat reduida i déficits en I'aprenentatge basat en el condicionament operant

La PrPC¢ regula la sinapsi de la via col-lateral de Schaffer in vivo. La seva
abséncia provoca una elevada excitabilitat i una tendéncia epiléptica

La manca de PrP¢ impedeix la completa inducci6 de potenciacio6 allarg termini a
la via col-lateral de Schaffer

La PrPC és necessaria per la correcta connectivitat i maduracié de les xarxes

neuronals in vitro en cultius primaris
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