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Prélogo

Esta tesis doctoral se inicia en septiembre de 2009, en el laboratorio del Dr. José Antonio del
Rio del Departamento de Biologia Celular de la Universidad de Barcelona. Forma parte de una
de las lineas de investigacion del grupo, centrada en conocer el posible rol fisiologico de la
proteina prionica celular (PrP®) en el sistema nervioso central (SNC).

La conversion de esta proteina endégena a una forma de plegamiento anémalo denominada
PrpS° constituye el evento clave en el desarrollo de las encefalopatias espongiformes
transmisibles (EETs). Aunque el conocimiento de la bioquimica y transmisibilidad de PrPS¢ es
esencial para entender este grupo de enfermedades, la hipotesis de la pérdida de funcion,
establecida afios atras, ha impulsado la investigacién hacia la forma no-patogénica de la
proteina. A pesar de que PrP¢ parece no ser la causante de la neurotoxicidad observada en las
EETs, la reduccidon de sus niveles de expresion durante el desarrollo de la enfermedad
contribuye probablemente a su fisiopatologia.

En el momento de iniciar este trabajo, ya se habia descrito en nuestro laboratorio la
participacion de PrP° en la regulaciéon de la transmisién sinaptica y en la neurotoxicidad
derivada de una sobreestimulacién glutamatérgica en el SNC. La disponibilidad de ratones
knockout para la proteina priénica habia permitido reproducir un modelo de excitotoxicdad in
vivo e in vitro mediante la administracion de agentes epileptogénicos como el kainato. Sin
embargo, se desconocia el rol especifico de PrP° sobre los mecanismos moleculares
implicados. Por otro lado, existian evidencias de la participacion de PrP® en otras muchas
funciones celulares basicas, entre las que destacan los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular durante el desarrollo y posteriormente en la edad adulta. Con el fin de
complementar la informacion existente se habia llevado a cabo en el laboratorio un estudio de
perfil génico PrP-dependiente en células Neuro2a, lo que constituia una importante fuente de
informacion disponible para profundizar en la participacion de PrP® en los diferentes procesos
celulares en esta linea de neuroblastoma.

La introduccién de este trabajo resume la informacion existente sobre la proteina pridnica
celular, su participacion en el desarrollo de las enfermedades causadas por priones y sus
posibles funciones fisiolégicas descritas hasta el momento, entrando en mayor detalle en su
funcién neuroprotectora y reguladora del ciclo celular. El trabajo se estructura en torno a las
dos publicaciones derivadas de estos cuatro afos de investigacion, cuyos resultados se
discuten y contrastan posteriormente con el fin de aportar una vision mas global, aunque
detallada, sobre el estado del conocimiento a dia de hoy.
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La proteina
pridnica celular

1.1. DE LA APARICION DE LAS PRIONOPATIAS AL DESCUBRIMIENTO
DE PrP¢

1.1.1. Resena historica

El descubrimiento de las enfermedades causadas por priones asi como la identificaciéon de la
naturaleza quimica de este agente infeccioso, suponen un episodio remarcable en la historia de
la medicina. Los grandes avances en este campo de investigacion han sido reconocidos por
dos Premios Nobel, uno en 1976 a D. Carleton Gajdusek, por sus estudios sobre la
enfermedad de kuru (Gajdusek et al., 1966), y el otro en 1997 a Stanley B. Prusiner, por el
descubrimiento del “prion” como agente proteico infeccioso (Prusiner, 1982).

Debemos remontarnos a mediados del s. XVIIlI para encontrar los primeros indicios sobre las
enfermedades espongiformes transmisibles (EETs), un conjunto de enfermedades
neurodegenerativas que afectan tanto a animales como a humanos (Collins et al., 2004,
Kovacs and Budka, 2008, Imran and Mahmood, 2011b, a). Ganaderos europeos observaron
como una enfermedad letal, rdpidamente denominada “tembladera” (en inglés, scrapie) por su
sintomatologia, se extendia entre cabras y ovejas (Detwiler, 1992). Pero no fue hasta principios
del s. XX que se describieron los primeros casos de EET en humanos. Sobre 1930, se produjo
una alta incidencia de una enfermedad rara llamada Creutzfeldt-Jakob (CJD), caracterizada por
una degeneracién progresiva del sistema nervioso central (SNC) que llevaba a la muerte del
individuo afectado (Sikorska et al., 2012).

Tuvieron que pasar varias décadas para que estos hechos cobrasen significancia y se
encontrase una relacién entre las ambas enfermedades. En 1959, Igor Klatzo relacioné la
neuropatologia de CJD con el kuru (Klatzo et al., 1959), una enfermedad de Nueva Guinea
(Hadlow, 1959, 2008), que afectaba comunidades enteras, especialmente mujeres y nifios.
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Enseguida se identific6 la pauta de aparicién del Kuru al determinar ndcleos de individuos
afectados que practicaban una forma de canibalismo consistente en la ingestién de las visceras
y cerebros de las personas fallecidas, como parte de un ritual funerario.

Experimentos realizados con chimpancés en los que se inoculaban extractos de cerebros de
ganado afectado de scrapie (1959), asi como de pacientes enfermos de kuru (1966) (Gajdusek,
1977) y CJD (1968) (Gibbs et al., 1968), sacaron a la luz la transmisibilidad de estas
enfermedades, que se creian ser consecuencia del llamado “virus lento”. Este término habia
sido introducido por Bjorn Sigurdsson en 1954 y describia que un agente virico no convencional
era la causa comun de estas enfermedades infecciosas (Sigurdsson, 1954).

Curiosamente, este agente infeccioso era invisible a los microscopios electrénicos, no se
transmitia a través de la leche materna y causaba una degeneracion del SNC sin provocar
respuesta inmunologica. Su periodo de incubacién podia ser de hasta 20 afios y la probabilidad
de contraer la enfermedad dependia del volumen del indculo.

El descubrimiento del agente patégeno fue atribuido a Stanley B. Prusiner en 1982 (Prusiner,
1982). Este neurdlogo y bioquimico estadounidense desarrollé protocolos efectivos de
purificacion que permitieron el analisis de fracciones ricas en particulas infecciosas, a partir de
muestras de cerebros enfermos (Bolton et al., 1982, Meyer et al., 1986). Gracias a ello, se
pudieron identificar particulas de naturaleza puramente proteica, sin acido nucleico, a las que
denomin6 “prién” (Prusiner, 1982), diferenciandolo de otros agentes patébgenos como virus,
viroides, bacterias, hongos o parasitos. Los priones resultaron ser resistentes a algunos
procesos de degradacion proteica, nucleasas, radiaciones ionizantes o ultravioleta (Alper,
1972) o a la modificacion con hidoxilamina, pero perdian su capacidad infectiva si se trataban
con agentes desnaturalizantes de proteinas como es el fenol o el SDS. Con todo ello se
establecia la hipotesis de que la transmisibilidad de las EETs era debida a una uUnica proteina
(hipotesis del prion) (Prusiner, 1991, Aguzzi et al., 2008a, Tuite and Serio, 2010) que se ha

Res

denominado PrPS¢ por ser causante de scrapie o PrP™" por su resistencia total o parcial a la
degradacion por proteasas. Esta proteina parecia ser una forma an6mala de la proteina
pridnica celular enddégena o PrP° (Prusiner, 1998, Westergard et al., 2007, Linden et al., 2008),

motivo por el cual no despertaba la respuesta inmunolégica del organismo.
1.1.2. Las prionopatias

Las EETs o prionopatias son un grupo de enfermedades neurodegenerativas raras e
invariablemente fatales (Collins et al., 2004, Kovacs and Budka, 2008). Cursan con trastornos
neuroldgicos progresivos acompafiados de déficits cognitivos, sensoriales y motores, y no
generan una respuesta inmunitaria ni inflamatoria relevante (Kovacs and Budka, 2009). A nivel
neuropatolégico, los cerebros de pacientes afectados por alguna EET no suelen mostrar
grandes anormalidades a primera vista. Sin embargo, un examen microscopico detallado revela
cambios histopatolégicos caracteristicos: astrogliosis y microgliosis, amiloidosis y una
vacuolizacién neuronal que da una apariencia espongiforme al tejido (ver Figura 1). Este rasgo
es caracteristico de estas enfermedades pero no es un signo neuropatolégico obligado en
todas ellas (Aguzzi et al., 2001, Budka, 2003).
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Control

CJD

GFAP

PrP

Figura 1. Caracteristicas histopatologicas de las EETs. Analisis histolégico e inmunohistoquimico de muestras
de cortex frontal de pacientes sanos (fila superior) o pacientes de CJD (fila inferior). Las secciones procesadas
para hematoxilina-eosina (H-E, izquierda), con anticuerpos contra la proteina acida fibrilar glial (GFAP, centro) y
con anticuerpos contra la proteina priénica (PrP, derecha). El marcaje H-E muestra muerte neuronal y una marcada
espongiosis; el marcaje con GFAP detecta una fuerte proliferacién de astrocitos reactivos (gliosis) y el marcaje de
PrP, un depésito de la proteina a nivel perivacuolar en las muestras de CJD. Adaptado de (Aguzzi et al., 2001).

Clasificacion de las prionopatias

Las EETs engloban un gran niumero de enfermedades neurodegenerativas (ver (Collins et al.,

2004, Aguzzi et al., 2008a, Colby and Prusiner, 2011) para revision), que se pueden agrupar en

funcion del huésped y de su etiologia (ver Tabla 1 para clasificacion). Estas patologias pueden

tener origen infeccioso, genético o esporadico y pueden afectar individuos de distintos grupos

de edades, con largos periodos de incubacion antes de la aparicién de los primeros sintomas

clinicos. Su prevalencia es relativamente baja y son todavia incurables. Las principales se

describen a continuacion:

Prionopatias en animales

Enfermedad Huésped Etiologia Ano de descripcion
Scrapie Ganado caprino /ovino Infeccion con priones de origen desconocido 1732
TME Visones Infeccion con priones de origen ovino/bovino 1947
CWD Cérvidos Infeccion con priones de origen desconocido 1967
BSE Ganado vacuno Infeccion con priones de origen desconocido 1986
EUE Nyala / kudu Infeccion con priones de origen BSE 1986
FSE Felinos Infeccion con priones de origen BSE 1990
NHP Lémures Infeccion con priones de origen BSE 1996
Prionopatias humanas
Enfermedad Huésped Etiologia Ano de descripcion
Kuru Humano Canibalismo 1957
sCJD Humano Conversion espontanea PrP®-PrPS® / mutacion somatica 1920
fCJD Humano Mutaciones en el gen Prnp 1924
GSS Humano Mutaciones en el gen Prnp 1936
iCJD Humano Infeccion iatrogénica con priones de origen humano 1974
FFI Humano Haplotipo Prnp - 178N-129M 1986
nvCJD Humano Infeccion con priones de origcen BSE 1996
sFI Humano Conversion espontanea PrP -PrPS® / mutacion somatica 1999
VPSPr Humano Conversion espontanea PrPC-PrP°C / mutacion somatica 2008
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Tabla 1. Etiologia de las enfermedades causadas por priones. Del inglés. TME: Transmisible mink
encephalopathy; CWD: Chronic wasting desease; BSE: Bovine spongiform encephalopathy; EUE: Exotic ungulate
encephalopathy; FSE: Feline spongiform encephalopathy; NHP: Transmissible spongiform encephalopathy in non-
human primates; sCJD: sporadic Creutzfeldt-Jakob disease; fCJD: familial CJD; GSS: Gerstmann-Strdussler-
Scheinker syndrome; iCJD: iatrogenic CJD; FFI: Fatal familial insomnia; nvCJD: new variant CJD; sFl: sporadic
fatal insomnia; VPSPr: variably protease-sensitive prionopathy. Adaptado de (Imran and Mahmood, 2011b).

Enfermedades pridénicas en humanos

¢ Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD):

A pesar de ser la prionopatia mas comin en humanos, la enfermedad de Creutzfelt-Jakob
sigue siendo rara, afectando anualmente en su conjunto a 1-2 individuos por cada millén de la
poblacion mundial, independientemente del sexo (ver Figura 2 para datos epidemioldgicos). Su
origen puede ser: i) esporadico (sCJD), si aparece sin causa conocida aparente; ii) familiar o
genético (fCJD), si es el resultado de ciertas mutaciones en el gen codificante para PrP°
(Figura 5) (Mastrianni, 2010, Cortez and Sim, 2013); iii) iatrogénico (iCJD), si deriva de la
transmision accidental del agente patégeno durante la practica médica u otros procedimientos
quirargicos; y iv) nueva variante (nvCJD), si es consecuencia de la transmision de la
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) del ganado vacuno a los humanos a través de la
ingesta de alimentos contaminados.

Las formas de origen esporadico, familiar o iatrogénico suelen presentarse en personas de
entre 55 y 75 afios, y cursan con un rapido deterioro cognitivo, con diferentes grados de
disfuncién cerebelar, mioclonia y alteraciones en la capacidad visual y el habla, llevando a la
muerte del afectado varias semanas después de la aparicion del primer signo clinico (ver
(Gambetti et al., 2003, Sikorska et al., 2012) para revision). A diferencia, la nueva variante de
CJD afecta a poblaciones mas jovenes (25-35 afios), se concentra geograficamente en el
Reino Unido y su desarrollo es mas prolongado. La sintomatologia clinica difiere de la de la
CJD clasica, caracterizandose en un inicio por alteraciones del comportamiento, pérdida de
memoria, cambios de personalidad y depresion. Posteriormente, el individuo desarrolla
sintomas neuroldgicos en forma de alteraciones sensoriales, ataxia, mioclonia y demencia
progresiva, con el consecuente fallecimiento del afectado aproximadamente 15 meses después
de la aparicién de los primeros signos clinicos.

e Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinken (GSS):

Es una forma de EET de origen hereditario, producida por mutaciones puntuales en la
secuencia codificante para la Prp°® (ver Figura 5), entre las que destaca la sustitucién de una
prolina por una leucina en el codén 102 (Mastrianni, 2010). Se caracteriza por un inicio
temprano, entre los 30 y los 60 afios de edad, de progresién lenta (3-10 afios) y que afecta a 1
de cada 100 millones de individuos al afio. Su sintomatologia clinica se caracteriza por pérdida
de memoria, ataxia cerebelar, demencia, disartria y dismetria ocular entre otros (ver (Liberski,
2012) para revision).
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e Insomnio familiar fatal (FFI):

Inicialmente conocida como demencia talamica, el FFl es una enfermedad hereditaria causada
por una mutacion (D178N) en el gen Prnp, ligada al polimorfismo M129V (Mastrianni, 2010,
Cortez and Sim, 2013). Casi 100 casos de FFI han sido reportados hasta el dia de hoy. La
enfermedad aparece entre los 20 y los 72 afios, independientemente del sexo y con una
esperanza de vida de entre 8 y 72 meses. Se caracteriza por insomnio o disrupcién del suefio
acompafado de mioclonia, ataxia, disartria y disfagia, entre otros. También se ha descrito una
forma esporadica de la enfermedad, llamada insomnio fatal esporadico (sFl) no ligada a
mutaciones en el gen Prnp (ver (Montagna et al., 2003) para revision).

e Kuru:

Es una enfermedad causada por priones, limitada geograficamente a una comunidad de Papua
Nueva Guinea como consecuencia de rituales de canibalismo. El kuru causé a mediados de los
afos cincuenta la muerte del 1-2% de la poblaciéon, mayoritariamente mujeres y nifios, por
mayor exposicion al material de riesgo. El periodo de incubacién de esta enfermedad alcanza
los 50 afios y se presenta en forma de ataxia cerebelar y temblores (ver (Klatzo et al., 1959)
para revision).
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Figura 2. Evolucion del numero de casos confirmados de CJD en Espaina. Fuente: Informe de vigilancia
epidemiologica de las encefalopatias espongiformes transmisibles humanas. Datos actualizados a 1 de julio de
2013. Centro Nacional de Epidemiologia — Instituto de Salud Carlos Ill.

Enfermedades pridnicas en animales

Las enfermedades causadas por priones afectan de forma natural a muchos mamiferos,
incluyendo ganado ovino, caprino y bovino, asi como visones, ciervos y felinos, entre otros (ver
Tabla 1) (Imran and Mahmood, 2011a). La falta de casos reportados de mamiferos lepéridos ha
hecho creer, durante mucho tiempo, que éstos eran inmunes a la infecciéon por priones. Sin
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embargo, datos experimentales recientes demuestran que, a pesar de tener una inusual
resistencia a esta enfermedad, también pueden contraer la infeccion (Chianini et al., 2012).

De todas las prionopatias animales descritas cabe destacar el scrapie y la BSE, ya que han
supuesto la muerte y sacrificio de enormes cantidades de ganado ovino y bovino comportando,
no solo grandes pérdidas econémicas sino también una importante alarma social y un riesgo
para la salud publica. La enfermedad debilitante cronica (CWD), que afecta a mamiferos de la
familia de los cérvidos, también ha ido ganando importancia en las ultimas décadas, con un
incremento de la prevalencia que amenaza en convertirse en un una pandemia.

e Encefalopatia espongiforme de cabras y ovejas (tembladera o scrapie):

El scrapie es una enfermedad neurodegenerativa causada por priones que afecta el sistema
nervioso de cabras y ovejas. Fue descubierto durante el s. XVIII en Inglaterra (1732) y
Alemania (1759), y desde entonces se ha detectado en todos los paises a excepcion de
Australia y Nueva Zelanda. La sintomatologia del scrapie tiene un desarrollo muy lento. Se
inicia con cambios de comportamiento, seguido del desarrollo progresivo de signos
neurolégicos mas evidentes, principalmente ataxia, prurito e hiperestesia (alteraciones de la
sensibilidad) (ver (Detwiler, 1992) para revision). La esperanza de vida tras la aparicion de los
sintomas es de entre 1y 6 meses, y no existe ningun tratamiento ni vacuna.

Actualmente tampoco hay métodos efectivos para inactivar los priones. Se cree que estos
agentes persisten largo tiempo en particulas del suelo constituyendo un reservorio permanente
de scrapie infeccioso. No hay evidencias de que el scrapie sea infeccioso en humanos, sin
embargo su erradicacion es de interés publico a raiz de la epidemia de la BSE, de su relacion
con la CJD y por sus posibles consecuencias a nivel econémico.

¢ Encefalopatia espongiforme bovina (BSE):

La BSE, coloquialmente conocida como “enfermedad de las vacas locas”, fue diagnosticada
por primera vez en los afios 70-80 en el Reino Unido. Se caracteriza por causar una
degeneracion del SNC de los bovinos, incurable, que cursa con la aparicion de sintomas en los
animales adultos, y que progresivamente concluye con la muerte del animal (Smith and
Bradley, 2003).

A finales de los afios 70 y 80, se produjo una importante epidemia de BSE en Gran Bretafia,
que afectd, afios mas tarde a Europa y otros paises como Estados Unidos. Se cree que la BSE
se pudo originar por la transmision del agente infeccioso desde el ganado ovino al vacuno a
través de la cadena alimentaria por suplementos nutricionales elaborados con harinas de carne
y huesos contaminados con el prion. El proceso de fabricacion habia sido modificado a
comienzos del 1981, permitiendo un aumento de la supervivencia del agente infeccioso y su
transmision. Los casos de BSE fueron incrementando, hasta alcanzar su pico maximo en 1992
debido al largo periodo de incubaciéon de la enfermedad (4-5 afios). Mas de 300.000 reses
fueron sacrificadas a la vez que se impulsaron nuevas medidas preventivas para paliar el
importante riesgo que suponia para la salud publica. El problema se resolvié eficazmente a
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pesar de varios casos reportados en humanos, relacionados con la epidemia de BSE
(Woolhouse and Anderson, 1997).

e Enfermedad debilitante créonica (CWD)

La CWD es una enfermedad neurodegenerativa causada por priones que afecta a los cérvidos,
entre ellos ciervos y alces. Hasta hace poco era una enfermedad poco conocida que
aparentemente se limitaba a pequefos nucleos geograficos de Estados Unidos. Sin embargo, a
dia de hoy, los casos se extienden por todo el territorio estadounidense y también Canada, no
s6lo en animales silvestres si no también en cautiverio. Al parecer, la CWD se propaga de
forma horizontal entre animales, por contacto directo y/o contaminacién del ambiente, lo que
dificulta el control y prevenciéon de la enfermedad. Por lo general esta patologia se manifiesta
en una pérdida progresiva del peso del animal y cambios en el comportamiento, acompafiados
muchas veces de ataxia y temblores, resultando en la muerte del animal pocos meses después
del inicio de la sintomatologia.

1.2. LA PROTEINA PRIONICA CELULAR (PrP°)

1.2.1. El gen Prnp

Estructura génica

La secuenciacion de una fraccion proteica de 27-30kDa (PrP 27-30) presente en muestras de
cerebro infectado por scrapie permitié la identificacién de un gen: Prnp. Sorprendentemente, el
gen codificante para PrPC resultaba hallarse en el lugar que los partidarios de la teoria del
pribn menos esperaban: en el genoma del hospedador (Chesebro et al., 1985, Oesch et al.,
1985). Tanto PrP°® como PrP® compartian la misma secuencia de aminoacidos y eran
codificadas por un mismo gen (Basler et al., 1986).

El gen Prnp codifica para la proteina pridnica celular, PrP®, activa en el cerebro y otros
o6rganos. Es un gen de copia unica, localizado en el brazo corto (p) del cromosoma 20 en
humanos y en el cromosoma 2 en ratones. Los genes Prnp constan de 2 exones (en hamster,
humanos y marsupiales) o 3 (en rata, raton, ovinos y bovinos) en funcién de la especie. Se han
descrito varios polimorfismos, tanto en el Prnp humano como de ratén, siendo el del codén 129
critico para la susceptibilidad humana a las prionopatias (Owen et al., 1990, Gambetti et al.,
2003).

Genes homologos de Prnp

El primer homologo descrito de Prnp fue Prnd (Watts and Westaway, 2007, Westaway et al.,
2011). Este gen presenta dos exones y codifica para la proteina Doppel (Dpl), una proteina
GPI-de membrana con cierta similitud con PrP® a nivel de estructura y topologia proteica. Se
expresa en varios tejidos durante el desarrollo fetal, especialmente en los testiculos. Las
mutaciones en este gen o la sobreexpresion de la proteina pueden causar desoérdenes
neurologicos (Moore et al., 1999).
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Por otro lado, el gen Sprn también muestra cierta similitud a Prnp. Da lugar a una proteina
llamada Shadoo, que se expresa Unicamente en el cerebro, lo que sugiere su participacion en
los fenédmenos asociados a priones en el SNC. Su patrén de expresion coincide con el de PrP°,
por lo que se cree que puede tener un papel compensatorio ante una posible falta de Prnp
(Daude and Westaway, 2011, Young et al., 2011).

Mientras Prnd se localiza en el cromosoma junto a Prnp, en una region de no mas de 55kDa,
Sprn, se encuentra en el cromosoma 7 en el ratbn y en el 10 en humanos. Todos ellos,
independientemente del numero de exones, presentan un marco abierto completo de lectura
(ORF) contenido en un unico exdn.

1.2.2. La proteina PrP°

Caracteristicas estructurales PrP®

La proteina prionica celular o PrP® es una glicoproteina de 253 aminoacidos (en el humano)
altamente conservada y anclada a la membrana celular por un dominio glucosil fosfatidil inositol
(GPI) en su extremo carboxi-terminal. Posee un peso molecular aparente de 33-36kDa en
geles de SDS poliacrilamida. Su estructura tridimensional se ha determinado mediante
resonancia magnética nuclear (Zahn et al., 2000) e incluye las siguientes regiones o dominios
estructurales (Figura 3), muy similares entre especies (revisado en (Watts and Westaway,
2007, Linden et al., 2008, Mehrpour and Codogno, 2010, Biasini et al., 2012)) (los residuos
corresponden a una secuencia de raton):

- Dominio amino-terminal (N-terminal): Este dominio largo y flexible, sin estructura
secundaria, corresponde a los residuos 23 a 124 una vez eliminado el péptido sefal
(SP, residuos 1-22) durante la biosintesis de PrP° en el reticulo endoplasmatico. A SP
le sigue una region polibasica (CC, residuos 23-27) importante para el correcto trafico
intracelular (Sunyach et al.,, 2003) y una regidbn compuesta por octapéptidos de
secuencia PHGGGWGQ (OR u octarepeats; residuos 51-90), capaces de unir cobre
(Brown et al., 1997) y otros iones bivalentes.

- Dominio central (CD): Este dominio incluye una region de residuos de carga positiva
(CC, residuos 95-111) seguida de una region hidrofébica alta mente conservada (HD,
residuos 112-130) que sirve como anclaje transmembrana en algunas situaciones.

- Dominio carboxi-terminal (C-terminal): Es un dominio mas estructurado, globular, que
incluye dos laminas beta (residuos 127-129 y 166-168) y tres hélices alfa (residuos
143-152, 171-191 y 199-221), seguidas de un péptido sefal (residuos 231-254) que se
elimina durante la biosintesis para la incorporaciéon del dominio GPI responsable de
anclar la proteina a la membrana plasmatica. También presenta dos puentes disulfuro
entre dos residuos cisteina de las hélices-a.

A diferencia de PrP°, Doppel no contiene la regiéon de los octarepeats. Presenta una gran
similitud al dominio C-terminal de PrP°® aunque a nivel de secuencia aminoacidica Unicamente
comparten el 25% de homologia. En comparacion, Shadoo es una proteina de menor nimero
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de residuos (98 en ratén) pero con secuencias N- y C-terminal muy parecidas a las de PrP°© y

Doppel.
Dominio flexible Dominio estructurado  ————————
mTTTTTTTE 1
Cul* Cut* Qi+ Cu* Cu 3 Gy (1{
' SP cC af a2 a3
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Figura 3. Dominios estructurales de PrP°. Representado en rojo encontramos el péptido sefial (SP) del extremo
N-terminal, ausente en la forma madura de la proteina. Los octarepeats (OR) se indican en verde. A ellos se unen
iones de cobre (Cu®). En azul, el cluster de carga positiva (CC). En naranja, la regién hidrofébica (HD). En amarillo
las laminas-f y en lila las hélices-a. Los dos potenciales puntos de glucosilacion se indican como Gly y los puentes
disulfuro como S. El dominio GPI de anclaje a membrana se representa en cian.

Biologia celular de PrP°®

Biosintesis de PrP°

La biosintesis de PrP° comparte similitudes con otras proteinas secretables o de membrana.
Se sintetiza en el reticulo endoplasmatico (RE), desde donde es dirigida al aparato de Golgi y
posteriormente a la superficie celular (Figura 4). En la membrana celular, PrP® se ubica
concretamente en los rafts lipidicos (también llamados rafts lipidicos) (Hugel et al., 2004, Taylor
and Hooper, 2006, Lewis and Hooper, 2011), que son compartimentos dinamicos de la
membrana celular, heterogéneos y enriquecidos en lipidos, que sirven como focos de
transduccion de sefales intracelulares (Simons and Toomre, 2000).

Durante su biosintesis, PrP® sufre varias modificaciones post-traduccionales que incluyen: i) la
eliminacién del péptido sefial de su regidon N-terminal, responsable de dirigir la cadena
polipeptidica al RE, ii) la adicién de dos cadenas de oligosacaridos en residuos de asparagina
(Asn181 y 197 en humanos; Asn180 y 196 en ratdn) del dominio C-terminal (Lawson et al.,
2005), iii) la formacion de un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina y iv) la adicion de
un grupo GPI una vez eliminado el péptido sefal del extremo C-terminal. Como muchas
proteinas de la superficie celular, Prp°® puede sufrir, una vez en la membrana, diferentes tipos
de roturas endoproteoliticas (ver (Harris, 2003)).

Glucosilacién

La existencia de una alta conservacién en los puntos de glucosilacién de PrP® entre mamiferos
ha impulsado el estudio de las modificaciones postraduccionales de la proteina en busca de
una significancia funcional. El tratamiento de PrP® con N-Glucosidasa F (PNGasa F) ha
permitido comprobar que la glucosilacion de PrP® es variable, resultando en formas no
glucosiladas, mono-glucosiladas y di-glucosiladas, dependiendo del numero de sitios de
glucosilacién ocupados por cadenas de oligosacaridos (Haraguchi et al., 1989). Existe una gran
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variedad de N-glicanos que pueden encontrarse unidos a PrP, distribuidos en diferentes areas
del cerebro.

La importancia de la glucosilacién para el mantenimiento de la estructura de PrP® se ha
demostrado in vitro mediante la expresion exdgena de una PrP® mutada en las secuencias de
glucosilacién (AsnXaaThr), que resulta en una forma con propiedades cercanas a PrPSc,
incluyendo insolubilidad y resistencia parcial a proteasas (Lehmann and Harris, 1997). Las
diferencias en glucosilacion entre PrP° y PrpS© incluyen también el dominio GPI, con seis
glicoformas posibles reportadas para PrPSC. Se cree pues que las glucosilaciones de PrP
tienen un papel clave en modular la estabilidad de PrP® y también su trafico y distribucion
celular. Aunque la glucosilaciébn no es un requisito para la propagacion de PrPS®, sus
alteraciones pueden ser determinantes en la susceptibilidad a la infeccion por priones, siendo
caracteristicas de cada cepa y presentandose como posibles marcadores de la enfermedad
(Lawson et al., 2005).

Topologia

Aunque la mayoria de moléculas de PrP® estan ancladas a la membrana plasmatica, existen
otras topologias posibles en funcion del tipo y el entorno celular. En células que han sido
transfectadas con PrP® in vitro, se han descrito algunas moléculas que adoptan una orientacion
transmembrana llamada “"PrP y “™Prp en funcion de la orientacion de sus secuencias
respecto el lumen del RE (Hegde et al., 1998b, Harris, 2003).

Como se da también con otras proteinas, existen pequefias fracciones de PrP® de plegamiento
erréneo que son enviadas al citosol desde el RE para su degradacion en el proteasoma. Se ha
observado, mediante el uso de inhibidores del proteasoma en cultivos celulares y en animales
transgénicos, que la acumulacién de pequefias cantidades de esta PrPC citosodlica puede llegar
a ser altamente neurotdxica y causar neurodegeneracién severa independiente de PrpS©
(Ettaiche et al., 2000, Ma et al., 2002, Wang et al., 2009b). No obstante, este hecho esta por
confirmar, pues existen contradicciones al respecto que incluso le atribuyen un rol
antiapoptotico (Roucou et al., 2003, Fioriti et al., 2005).

Endocitosis

Experimentos de cinética celular con proteina PrP® marcada han demostrado que, una vez en
la superficie celular, PrP° entra a formar parte de una via ciclica de reciclaje entre la membrana
plasmatica y el compartimento endocitico (Shyng et al., 1993, Harris, 2003, Prado et al., 2004).

Aunque ha habido cierta controversia al respecto, la endocitosis de PrP® puede estar mediada
tanto por caveolas (Peters et al., 2003) como por vias dependientes de clatrina (Shyng et al.,
1994) (Figura 4). Hay que tener en cuenta, sin embargo, que al ser PrP® una proteina anclada
a membrana mediante un grupo GPI carece de dominios capaces de interaccionar
directamente con las proteinas adaptadoras de clatrina. En consecuencia, su endocitosis por
esta via requiere de componentes intermedios que medien dicha interaccion, ademas del
movimiento de la proteina fuera de los rafts lipidicos. Hay indicios de que la region de carga
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positiva del extremo N-terminal de PrP°® (Sunyach et al., 2003) asi como la unién de cobre
(Pauly and Harris, 1998) a los octarepeats puedan tener esa funcion.

Prpc Endocitosis vi Endocitosis
Cu* ] ndocitosis via e .
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Figura 4. Biosintesis y trafico subcelular de PrP®. La proteina prionica celular, una vez sintetizada en el reticulo
endoplasmatico (RE), se dirige al aparato de Golgi donde se somete a una serie de modificaciones post-
traduccionales que incluyen: 1) la eliminacion del péptido sefial, 2) la adicion de cadenas de oligosacaridos, 3) la
formacion de un puente disulfuro y 4) la adicion del grupo GPI de anclaje a la membrana. En la superficie celular,
PrP® se internaliza al compartimento endociticos por vias dependientes y/o independientes de clatrina para su
reciclaje o su protedlisis. Adaptado de (Brown, 2001, Rajendran et al., 2012).

También se ha descrito la posible implicacion directa del receptor de la lipoproteina de baja
densidad (LRP1) y/o el receptor de laminina (67kDa) en la internalizacién de PrP°© (Gauczynski
etal., 2001).

Expresion tisular y celular de PrP°®

Existen ciertas discrepancias sobre la expresion de PrP® a nivel tisular y celular. Estas son
debidas principalmente a las diferentes técnicas (Fournier et al., 1995, Fournier et al., 2000,
Bailly et al., 2004, Barmada et al., 2004, Fournier, 2008) y anticuerpos (Polymenidou et al.,
2008) empleados para su deteccién. A ello se le suma la variabilidad en la glucosilacion
(Haraguchi et al., 1989) y los polimorfismos isomérficos (Mastrianni, 2010).

Aun asi, se conoce que PrP° se expresa en varios tejidos y 6rganos del cuerpo entre los que
encontramos componentes celulares del sistema inmune, la sangre, el estbmago, el corazén o
incluso el rifidén. Sin embargo, su presencia mayoritaria corresponde al SNC, donde se ubica de
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forma mayoritaria en regiones tales como el cerebelo, bulbo olfativo, estructuras limbicas y el
complejo nigro-estriado (Sales et al., 1998). A nivel celular, se expresa en varias poblaciones
neuronales del hipocampo, el tdlamo y el neocértex, asi como en células gliales. En las
neuronas, PrP° predomina en los compartimentos endociticos, los axones, las dendritas y
especialmente en el botén sinaptico. Su localizaciéon exacta en la sinapsis ha creado cierta
controversia, con publicaciones favorables a su presencia pre-sinaptica post-sinaptica o en
ambas (Bailly et al., 2004, Fournier, 2008). En cualquier caso, su presencia en la sinapsis
sugiere un posible rol en el control de la transmisién del impulso nervioso (Herms et al., 1999,
Brown, 2001, Sales et al., 2002).

Al igual que el mRNA, la expresion de PrP® esta regulada a lo largo del desarrollo del SNC
(Manson et al., 1992, Tremblay et al., 2007, Benvegnu et al., 2010). Se ha descrito que los
niveles de la proteina incrementan desde edad embrionaria E7.5 hasta edad postnatal P20 (en
ratén), con patrones de expresion especificos segun la regiéon cerebral, el tipo celular y las
propiedades neuroquimicas de cada neurona (Lazarini et al., 1991, Miele et al., 2003, Tremblay
et al., 2007).

Mutaciones y polimorfismos

Se han identificado gran cantidad de mutaciones en el gen Prnp en humanos, principalmente
asociadas a enfermedades pridnicas hereditarias o a polimorfismos (p.e. M129V). Estos
polimorfismos no siempre causan la enfermedad pero pueden afectar en la susceptibilidad del
individuo a desarrollarla, asi como influir en el periodo de incubacion, la patologia o el fenotipo
(Mastrianni, 2010, Cortez and Sim, 2013). Otras mutaciones, sobre todo las que se localizan en
los puntos de glucosilacién, pueden dan lugar a alteraciones estructurales que también parecen
tener un papel en el desarrollo de algunas prionopatias (Kiachopoulos et al., 2005, Lawson et
al., 2005). La Figura 5 resume las principales mutaciones y polimorfismos descritos para Prnp.
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Figura 5. La proteina prionica humana y sus mutantes. En la figura se indican las inserciones y mutaciones
puntuales descritas en el gen Prnp humano en pacientes afectados por GSS, fCJD, FFI o mutaciones asociadas a
demencia familiar y/o sindromes neuropsiquiatricos (DEM.). El asterisco es indicador de un cod6n de stop y por lo
tanto, una proteina truncada. Se indican también los polimorfismos asociados al codén 129 (metionina, M o valina,
V). SP: péptido sefial; CC: cluster de carga positiva; HD: regiéon hidrofébica; a1, a2, a3: hélices-a; GPI: dominio
glucosil fosfatidil inositol.El puente disulfuro (S) se genera entre las cisteinas de los residuos 179 y 214, y los
puntos de N-glucosilacion (Gly) corresponden a los residuos 181 v 197. Adaptado de (Agquzzi et al., 2008a).
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Evolucion

PrP° esta presente en una gran variedad de especies. Genes similares a Prnp existen en aves
(Gabriel et al., 1992), reptiles (Simonic et al., 2000), anfibios (Strumbo et al., 2001) e incluso en
zebrafish (Syed et al., 2011) y otros peces (Suzuki et al., 2002, Favre-Krey et al., 2007) ademas
de en todos los mamiferos (van Rheede et al., 2003). Sin embargo, no se ha descrito la
presencia de homodlogos en organismos mas primitivos como insectos, cefalépodos o
protozoos. Aunque la identidad en secuencia entre los homélogos conocidos de PrP® es
limitada se conoce que las proteinas resultantes varian en contenido aminoacidico, teniendo
entre 250 y 600 aminoacidos aproximadamente (Simonic et al., 2000, Favre-Krey et al., 2007).

Estudios comparativos de las estructuras disponibles sugieren que todas las moléculas de PrP°©
comparten un rasgo comun caracteristico: un extremo N-terminal flexible, con una regiéon
cargada positivamente y unida a un dominio globular carboxi-terminal (Wopfner et al., 1999). El
plegamiento de este dominio globular incluye la formacion de un puente disulfuro altamente
conservado (Maiti and Surewicz, 2001), aunque la secuencia primaria muestra una diversidad
considerable. Estos dos dominios se unen mediante una region hidrofobica, que es la region
mas conservada entre todas las especies (Harrison et al., 2010). Los puntos de glucosilacién y
las secuencias responsables del procesamiento de la proteina precursora también muestran un
grado considerable de conservacién (van Rheede et al., 2003). La regién de los octarepeats,
sin embargo, ha experimentado un fendmeno de expansién y retraccién, variando en el nimero
de repeticiones de entre 2 y 7 segun la especie (van Rheede et al., 2003).

1.2.3. Una proteina, dos conformaciones: PrP¢ y PrP5¢

La hipotesis del prién

La conversion de la forma celular de PrP (PrPC) a la forma patégena (PrPSC) constituye el
evento principal de las enfermedades causadas por priones (Pan et al.,, 1993, Shen and Ji,
2011). Segun la hipoétesis del pridn, la forma endégena normal de PrP, ya sea resultante de un
proceso infectivo o consecuencia de mutaciones desestabilizantes, sufre un cambio
conformacional que la transforma en PrPSC. Esta, debido a la insolubilidad que le caracteriza,
se deposita en el citoplasma neuronal formando extensos agregados y causando efectos
citotdxicos (Pan et al., 1993, Tuite and Serio, 2010). La proteina patégena generada es, a su
vez, capaz de transformar mas moléculas de PrPc, resultando en una reaccidén en cadena que
lleva a la reduccién de los niveles endégenos de PrP°© y al acimulo de PrPSC en los tejidos del
huésped. Se cree que esta agregacion es el evento patogénico principal que lleva al proceso
neurodegenerativo (Satheeshkumar et al., 2004, Aguzzi and Calella, 2009).

Modelos de conversion de PrP¢ a PrpS¢

Existen dos modelos principales que describen el cambio conformacional de PrP® a PrPS°
(Figura 6). Estos se resumen a continuacion.
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Modelo de Plegamiento

De acuerdo con este modelo, PrP*¢ existe en forma de monémero termodinamicamente mas
estable que PrP°. Sin embargo, esta conformacion favorecida es cinéticamente inaccesible por
si sola. En este escenario, el punto critico para la conversion es la formacion de un
heterodimero entre PrP*¢ y PrP°, en el que PrP* actia como un molde para catalizar el nuevo
plegamiento a la conformacién mas estable (Georgieva et al., 2004). Este proceso requiere
atravesar una barrera energética muy grande pero es apoyado por estudios in vitro que
demuestran que una estructura compuesta principalmente por hélices-a es capaz,
espontaneamente, de convertirse en una estructura de contenido mayoritario de laminas-8
(Weissmann and Aguzzi, 1999, Satheeshkumar et al., 2004).

Modelo de Nucleacién-Polimerizacion

Este otro modelo propone que ambas proteinas, PrP°© y PrPC o un precursor de ésta, se
encuentran en un equilibrio termodinamico reversible, favorable a la conformacion PrP®. El
paso de PrP® a PrP%¢ ocurre tnicamente cuando varias moléculas de la forma andémala se
agrupan en un nucleo o “semilla” estable. Este ndcleo, una vez formado, lleva al reclutamiento
de monémeros de PrP°® que cada vez mas rapido adoptan la conformacién de PrpS°© y dan
lugar a un agregado amiloide. Con esta estructura cristalina formada, PrPS¢ se estabiliza. La
fragmentacion de estos agregados supone a su vez un incremento del nimero de ndcleos que
pueden reclutar mas monomeros de PrP°¢, simulando una replicacién aparente del agente
infeccioso (Aranda-Anzaldo, 1992).
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Figura 6. Modelos de conversién de PrP¢ en PrP®C. a) Modelo de plegamiento
o refolding. b) Modelo de nucleacién-polimerizacion o seeding. Adaptado de
(Aguzzi et al., 2001).

Ambos modelos coinciden en la necesidad de la presencia de PrP°© para que se pueda dar una
infeccion por priones (Sailer et al., 1994). Esta idea se corrobor6 posteriormente con la
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generacion de un modelo de raton knockout (KO) para Prnp que resultd ser resistente a este
agente infeccioso (Bueler et al., 1993, Weissmann et al., 1994).

Diferencias bioquimicas y estructurales entre PrP°® y PrPs°¢

Determinar las caracteristicas bioquimicas y estructurales de PrPS® no ha sido una tarea facil
debido a las dificultades en su purificacion a gran escala, su insolubilidad y su heterogeneidad.
Aun asi, se conoce que PrPSC tiene un peso molecular similar al de su homéloga no patologica
(30-35kDa) y presenta también diferentes grados de glucosilacién (Lehmann and Harris, 1997,
Lawson et al., 2005). Ademas de su naturaleza oligomérica, las caracteristicas mas
destacables de PrP°® son su insolubilidad y su inusual resistencia a la degradacion por
enzimas proteoliticas como la proteinasa K (PK) (Prusiner, 1998, Colby and Prusiner, 2011). El
nucleo resistente a PK corresponde normalmente a la region C-terminal, muchas veces
denominada PrP27-30 por su peso molecular (Oesch et al., 1985). Es este fragmento resistente
el que tiene tendencia a formar los agregados y el que constituye el elemento principal de las
placas amiloides (Aguzzi and Calella, 2009).

Otras caracteristicas destacables de la PrPS® hacen referencia a su estructura secundaria.
Como se ha mencionado anteriormente, el cambio conformacional de PrP¢ a Prps°¢ supone la
transformacion de una estructura rica en a-hélices (Huang et al., 1994) a una de alto contenido
en laminas-f (Huang et al., 1995). La estructura quimica que adquiere el priéon le hace,
ademas, resistente a las altas temperaturas, radiacién ionizante y ultravioleta (Alper, 1972), asi
como a los métodos estandar de esterilizacion. La Tabla 2 resume las diferencias mas
significativas entre ambas proteinas.

PrP¢ Prp>¢
Estructura rica en hélices-a Estructura rica en laminas 3
(42% hélices-a / 3% laminas-B) (30% hélices-a / 43% laminas-B)
Susceptible a degradacion por proteasas Resistente a la degradacién por proteasas
Soluble a detergentes no desnaturalizantes Insoluble en detergentes no desnaturalizantes
Presente en forma de monémeros Presente en forma de agregados proteicos
No resistencia extrema a radiaciones Resistencia a radiaciones ionizantes y
ionizantes y ultravioletas ultravioletas
( &
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Conformacion normal Conformacion alterada

Tabla 2. Diferencias bioquimicas y estructurales entre PrP¢ y PrP*C,

¢ Como llega PrPS a infectar el SNC?

Llegados a este punto, uno se pregunta como puede el prién llegar a dafiar el SNC, que resulta
ser el unico compartimento del organismo que presenta una degeneracién clinica e
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histopatolégicamente detectable (Aguzzi et al., 2001). Son varias las aproximaciones que se
han realizado in vitro con el fin de reproducir la infeccion y la replicacion del prion. Varias lineas
celulares, tanto neuronales como no neuronales (Grassmann et al., 2013), asi como cultivos
organotipicos (Falsig et al., 2012) y neuroesferas (lwamaru et al., 2013) han sido infectadas de
forma eficiente y son capaces de mantener el proceso replicativo. Asimismo, el tratamiento in
vitro con un péptido sintético perteneciente a la regiéon central de Prp°® parece reproducir los
eventos que se producen en el cerebro, a nivel celular, en los ultimos estadios de la patologia
pridnica (Aguzzi et al., 2001, Gavin et al., 2005, Mabbott and MacPherson, 2006, Vilches et al.,
2013).

Como hemos comentado anteriormente, existen diferentes vias de entrada de priones en el
organismo. En casos de exposicion al patdégeno por consumo de alimentos contaminados,
como en la BSE, el agente infeccioso es capaz de atravesar el epitelio intestinal y ser
transportado y acumulado en los tejidos linfoides tales como el bazo, los ganglios linfaticos o
las amigdalas, entre otros. Desde aqui, los priones pueden replicarse y colonizar el sistema
inmune a través de la infeccion de linfocitos, macréfagos y células dendriticas de los centros
germinales, que expresan cantidades considerablemente altas de PrP°© (Cashman et al., 1990,
Kitamoto et al., 1991, Aguzzi and Calella, 2009). En una segunda etapa, PrPS¢ asciende
retrbgradamente a través de las fibras eferentes del sistema nervioso simpatico y
parasimpatico (Beekes et al.,, 1998, McBride et al., 2001), alcanzando la médula espinal y
finalmente el encéfalo. También se ha detectado presencia de priones en la saliva, la placenta
y en las heces de animales infectados, por lo que también suponen un elemento de riesgo para
la transmisién del prion por via oral (Gough and Maddison, 2010).

Ademas de esta via, también se han descrito otras formas de neuroinvasién. Se han reportado
varios casos de propagacion de priones directamente al cerebro durante procedimientos
quirurgicos (p.e. trasplantes de cérnea o injertos de duramadre) asi como a través del sistema
circulatorio mediante transfusiones sanguineas de individuos infectados (Barrenetxea, 2012).
Finalmente, también se ha reportado la transmisién eficaz de priones por aerosoles, los cuales
llevan a cabo la invasion de estructuras neuronales desde las vias respiratorias sin necesidad
de una replicacion previa del agente infeccioso en los érganos linfoides (Haybaeck et al., 2011).

Pérdida de funcion vs ganancia de toxicidad

La conversion de PrP® a PrPSC abre el debate sobre si las enfermedades por priones son
resultado de la pérdida de funcion de PrPC (del inglés, “Loss-of-function hypothesis”, o de la
ganancia de toxicidad de PrPC (del inglés “Gain-of-function hypothesis”). Por un lado, si PrP°®
tiene un rol importante en alguna funcién fisiolégica basica, como parece que se esta
demostrando (Lasmezas, 2003, Westergard et al., 2007), la reduccién de sus niveles puede
comportar el desarrollo del fenotipo y la neurodegeneracion observada en las enfermedades
priénicas (Hetz et al., 2003). No hay que olvidar, sin embargo, que tanto la ausencia de Prp° en
el animal Prnp-knockout (Bueler et al., 1993) como la expresion de formas funcionales de PrP°
con mutaciones en tan solo un Unico amindacido (p.e. la sustitucién D167S en la region a2-32
de PrP® en el raton Tg(Mo'®’®)), confieren resistencia a la infectividad por priones (Bett et al.,
2012).
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Por otro lado, si los efectos toxicos derivan de PrPSC, un aumento de sus niveles conllevara un
incremento de la toxicidad. Hay que tener en cuenta, por eso, que aunque si se ha asociado
cierta toxicidad a la agregacion de PrP®¢, no queda clara una correlacion espacial entre estos
procesos de muerte y los depésitos de PrpS°© (Brandner et al., 1996). Se cree que son las
formas oligoméricas intermedias las responsables de esta toxicidad (Aguzzi and O'Connor,
2010).

Probablemente es la suma de ambos factores la responsable del desarrollo de la patologia
priénica (Shen and Ji, 2011). En base a esta idea, se han generado nuevas lineas de
investigacion dirigidas al estudio de las prionopatias, que podrian agruparse en dos grandes
aproximaciones, una focalizada al estudio de PrP°°, su transmisibilidad y mecanismo de
infeccion y toxicidad, y otra destinada a conocer mas en detalle las funciones fisiolégicas de
PrP°© y su posible alteraciéon en respuesta diferentes mutaciones o a cambios en los niveles de
expresion de la proteina.
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Funciones
fisiologicas de PrP°

2.1. ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE LAS POSIBLES FUNCIONES
FISIOLOGICAS DE PrP°

Son varias las estrategias que se han desarrollado para llegar a conocer la funcion fisiologica
de PrP°. Aunque la utilidad de los animales transgénicos es incuestionable, otras
aproximaciones basadas en estudios in vitro con modelos celulares, también han aportado
informacion relevante. Es cierto, que los resultados obtenidos de modelos in vivo no siempre
correlacionan con los obtenidos in vitro, probablemente por una marcada especificidad celular o
por influencia del entorno extracelular. Aun asi, cualquier estudio al respecto es esencial y muy
valioso para conocer el rol de PrP°© y llegar a entender las bases moleculares de las
enfermedades causadas por priones.

2.1.1. Modelos in vivo : el uso de animales transgénicos para el estudio
funcional de PrP®

El uso de técnicas de recombinacion homoéloga y de clonaje de cDNA permitié sobre los afos
90 la generacién de ratones Prnp-knockout (Locht et al., 1986). La alta conservacion de la
proteina entre mamiferos (van Rheede et al., 2003) habia creado una gran expectacion
alrededor de la generacién de estos modelos transgénicos, creyendo que revelarian la funciéon
fisiologica de PrP°. Sin embargo, estos animales resultaron no mostrar un fenotipo claro
(Steele et al., 2007). Este hecho llevo a pensar que, o bien PrP® no era tan esencial como se
creia para la supervivencia y desarrollo del organismo (Bueler et al., 1992, Manson et al., 1994,
Weissmann and Bueler, 2004) o bien existian mecanismos compensatorios que estaban
enmascarando su verdadera funcién (Steele et al., 2007).
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Anos después, tras un estudio mas detallado, se fueron desvelando diferentes fenotipos en el
ratdbn Prnp-knockout, entre los que encontramos su resistencia a la infeccidbn por priones
(Bueler et al., 1993, Sailer et al., 1994, Weissmann et al., 1994). Este fenotipo, que es el mas
importante que se ha descrito, corrobora la hipétesis de que se requiere de la proteina
enddgena para la replicacion del prion (Aguzzi et al., 2001, Aguzzi et al., 2008b).

Las caracteristicas de los principales ratones transgénicos generados hasta el dia de hoy para
el estudio de PrP° se resumen a continuacion (ver (Weissmann and Flechsig, 2003, Linden et
al., 2008) para revision).

Modelos Prnp-knockout

Las primeras lineas de ratones transgénicos en los que se habia eliminado el gen de PrpP°®
fueron denominadas Zurich | (Bueler et al., 1992) y Edinburgh (Manson et al., 1994), en
referencia a la ciudad donde se habian generado (Tabla 3). Ambos ratones mostraban
resistencia a priones pero ningun otro fenotipo a primera vista. Mas tarde se describieron
ciertas alteraciones a nivel de transmisibilidad sinaptica (Collinge et al., 1994, Herms et al.,
1995) y una mayor susceptibilidad a estrés oxidativo (Brown et al., 2002), y excitotoxicidad por
glutamato (Walz et al., 1999, Rangel et al., 2007, Khosravani et al., 2008). Al ratébn Edinburgh,
también se le asociaron alteraciones en ritmos circadianos (Tobler et al., 1996) y déficits
cognitivos (Criado et al., 2005).

Cepa Mecanismo de generacién Background Fenotipo
Wild type Exén 3 y regiones adyacentes no . )
(Wt) codificantes (UTR). Sin fenotipo
Desarrollo normal.
Zurich | Reemplazamiento de los residuos c57BL/6J x Déficits en transmisién sinaptica.
(Zrchl) 4-187 con un casete Neo. Sensibilidad incrementada a estrés
129/Sv s . ,
oxidativo y a la excitotoxicidad por
glutamato
Edinburgh Desarrollo normal.

(Edbg) Interrupcion del ORF en Alteracion en ritmos circadianos.
posicién93 e introduccién de un 129/0la Déficits cognitivos y sinapticos.
casete Neo. Sensibilidad incrementada a estrés

oxidativo y a la excitotoxicidad por
glutamato
. Reemplazamiento de parte del c57BL/6J x . g .
N(a’gass;:)kl intron 2, el ORF completo y parte 129/Sv Q;a;('é?u‘fae;eé):la;r{(iﬁeerd'da selectiva
g del 3' UTR por un casete Neo. P je.

Remo Regmplazamlento de parte del c57BL/6J x Ataxia cerebelar y pérdida selectiva
intron 2, el ORF completo y parte 129/Sv de células de purkinje
del 3' UTR por un casete de HPRT p je.

Zurich Il Reemplazamiento desde 0,27 kb

(Zrchll) del intrén 2 hasta 0,6 kb de la c57BL/6J x Ataxia cerebelar y pérdida selectiva
region adyacente al exén 3 con un 129/Sv de células de purkinje.
lugar loxP.

Tabla 3. Estrategias de gceneracién de ratones Prnp-knockout. Resumen de las principales cepas de ratones
transgénicos KO para PrP~ existentes. Se indica también el mecanismo utilizado para su generacion y el fenotipo
observado en cada uno. Neo: neomicina fosfotransferasa; HPRT: hipoxantina fosforribosil transferasa. loxP:
secuencia derivada del bacteriéfago P1. Adaptado de (Weissmann and Flechsig, 2003).
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ARos después, se generaron varias cepas nuevas de animales Prnp-knockout. la Nagasaki
(Sakaguchi et al., 1996), la Rcm0 y la Zurich Il (Tabla 4). Estas no resultaron ser buenos
modelos animales, pues los tres mostraban ataxia cerebelar y pérdida selectiva de células de
purkinje (Flechsig et al., 2003). Los estudios realizados demostraron que este fenotipo era
reversible mediante la reinsercion de PrP® lo que llevd errbneamente a atribuir esta
neurodegeneracion a la ablaciéon de la proteina pridnica celular. La discrepancia en el fenotipo
de los diferentes modelos Prnp-knockout hizo, mas tarde, que se generasen animales
transgénicos que expresaban formas truncadas de la proteina. Gracias a ellos, se pudo asociar
la neurodegeneracion observada a la sobreexpresion de la proteina Doppel, que no se habia
descrito en los animales Zurich | y que parecia ser consecuencia de la alteracion en los
mecanismos de splicing derivada del procedimiento de generacion de estos tres modelos
transgénicos (Moore et al.,, 1999). Shmerling y colaboradores habian descrito como la
expresion en un fondo Zurich | de formas de PrP° carentes de la regiébn N-terminal reproducia
no solo la ataxia cerebelar de modelos Nagasaki, RcmO0 y Zurich Il sino también el rescate de
fenotipo por reinsercién de PrP®. La semejanza de Doppel a esta forma truncada de PrP®, fue
la que llevo, finalmente, a descubrir la participacion de esta proteina en el fenotipo
degenerativo de estas tres cepas Prnp-knockout (Shmerling et al., 1998).

Modelos de expresion de formas truncadas de PrP°

Muchas otras cepas de ratones transgénicos de sobreexpresién de formas truncadas de PrP°©
han sido generados desde entonces, presentando fenotipos distintos segun los dominios
eliminados (Shmerling et al., 1998, Li et al., 2007a, Baumann et al., 2009) y proporcionando
informacion funcional sobre la diferentes regiones estructurales de la proteina. Los mas
destacados se resumen en la Tabla 4 y se describen a continuacion.

Reqién N-terminal

Entre estos mutantes encontramos los que presentan alteraciones en la region de los
octarepeats. Los experimentos realizados in vitro indican que este dominio es el principal
mediador de la funcién neuroprotectora de Prp°® ya que la sobreexpresion de formas truncadas
carentes de los OR o la insercién de repeticiones promueve la muerte celular y altera la
susceptibilidad a estrés oxidativo in vitro (Sakudo et al., 2003, Yin et al., 2006). No obstante, los
estudios in vivo realizados con los mutantes carentes de los OR (PrPA32-80, PrPA32-93 y
PrPA32-106) indican que esta region no es critica para la funcién neuroprotectora de PrP°, ya
que no presentan el fenotipo neurodegenerativo que si se observa in vivo tras deleciones mas
extensas (p.e. en el animal PrPA32-121 y PrPA32-134 (o PrPAF35)) (Shmerling et al., 1998, Li
et al., 2007b). Estudios posteriores han asociado esta funcién neuroprotectora a la region
polibasica adyacente correspondiente a los residuos 23-31 (Turnbaugh et al., 2011).

Dominio central

A pesar de que el uso de péptidos sintéticos que mimetizan el dominio central han resultado
ser neurotoxicos in vitro (Forloni et al., 1993, Gavin et al., 2005), se ha observado que la
eliminaciéon del CD in vivo (PrPA94-134 o PrPACD) da lugar a un fenotipo neurodegenerativo
progresivo y letal (Baumann et al., 2007), que es reversible mediante la expresion de PrP® wild
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type o de PrP® carente de la region de los OR. Por otro lado, el mutante PrPA105-125
presenta una toxicidad mucho mayor a la observada en mutantes con deplecién de regiones
mas extensas o incluso en transgénicos de sobreexpresion de Doppel. Parece ser que la falta
de este dominio produce un incremento en la afinidad de PrP® hacia su hipotético receptor
responsable de la transduccion de sefiales neurotdxicas (Li et al., 2007a).

Region C-terminal

El extremo carboxi-terminal se caracteriza por la presencia de estructuras secundarias
esenciales para mantener la conformacion de la proteina, asi como la presencia de un grupo
GPI capaz de anclar PrP® a la membrana. Se ha descrito que mutantes con depleciones en las
hélices a1 y a2 desarrollan un fenotipo neurodegenerativo (Muramoto et al., 1997). Sin
embargo, animales transgénicos que expresan formas solubles de PrP°® (del inglés,
anchorless) por eliminacién de su grupo GPI no presentan cambios patolégicos apreciables
(Chesebro et al., 2005).

A NDG
: :
A32-80 NO
A32-93 NO
A32-106  NO

A32-121 Sl
A32-134 SI
A94-134 Sl
A114-121  NO
T TR | A105-125 S

A231-254 NO

Tabla 4. Fenotipo neurodegenerativo en ratones Prnp-knockout que
expresan formas truncadas de PrPS. La molécula PrP® wt se muestra en la
parte superior. Los dominios de la proteina eliminados se han substituido por una
linea negra. Los aminoacidos correspondientes y la presencia/ausencia de
neurodegeneracion (NDG) se indican a la derecha. Adaptado de (Aguzzi et al.,
2008a, Linden et al., 2008).

Modelos de sobreexpresion de Prnp o formas mutadas de la proteina

Cuando un fenotipo determinado es observado tras la ablacion de un gen en un animal
transgénico es importante confirmar la asociacidon gen-fenotipo mediante la reinsercion del
cDNA en el animal knockout generado. En el caso de PrP°, la sobreexpresion de la forma wild
type en un background knockout Tg(wtPrP) resulta en la acumulacion de PrP® no funcional en
el organismo, obteniendo un fenotipo similar al derivado de una ausencia de PrP°.
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Concretamente, la cepa Tg20 presenta una excitabilidad neuronal incrementada (Rangel et al.,
2009) y desarrolla ataxia y degeneracidén del sistema nervioso central y periférico a edades
avanzadas (Westaway et al., 1994). Esto ha llevado a pensar que la sobreexpresién de PrP°¢
puede ser patogénica, ampliando asi el espectro de las enfermedades priénicas (Ma et al.,
2002).

Finalmente, también se han generado animales transgénicos con mutaciones puntuales en la
secuencia de PrP®. A modo de ejemplo, se ha descrito que mutaciones en la regién hidrofébica
central de PrP° alteran la estructura y el procesamiento proteolitico de la proteina, modificando
su paso por el reticulo endoplasmatico y, consecuentemente, su orientacibn a nivel de
membrana, dando lugar a formas transmembrana asociadas a procesos neurodegenerativos
(Hegde et al., 1998a). Por otro lado, la insercion de nueve repeticiones en los OR asociadas a
mutaciones hereditarias de Prnp también resultan en un fenotipo neurodegenerativo en el
animal transgénico PG14 (Chiesa et al., 1998).

2.1.2. Aproximaciones experimentales in vitro al estudio de la funcion de
PrP¢

Los estudios funcionales de PrP° realizados sobre gran variedad de lineas celulares (p.e.
células N2a, células gastricas cancerosas SGC7901 o células SK-N-SH, entre otras) y cultivos
primarios han complementado la informacion obtenida de los modelos animales, a la vez que
han permitido eliminar la posible influencia del fondo génico derivada de los modelos in vivo
(Schauwecker and Steward, 1997, Striebel et al., 2013a, Striebel et al., 2013b). La mayoria de
estos estudios corresponden al analisis de cambios funcionales y bioquimicos derivados de la
modulacién estable o transitoria de los niveles de expresion de la proteina. Asimismo, los
analisis de protedbmica y genomica funcional realizados en estas condiciones experimentales
también han proporcionado informacion sobre la regulacion de la expresion de genes vy
proteinas de forma PrPC-dependiente (Llorens et al., 2013b).

Otra estrategia para abordar in vitro el estudio de la funcién de PrP® ha consistido en identificar
sus ligandos o proteinas de interaccion (Watts and Westaway, 2007, Aguzzi et al., 2008a,
Linden et al., 2008), con el fin de analizar su posible relacion con procesos celulares y
funciones ya conocidas. El uso de técnicas inmunohistoquimicas y de co-localizacién, junto con
ensayos de doble hibrido, co-inmunoprecipitacion o cross-linking, han permitido la identificacion
de un gran numero de moléculas (Tabla 5) (Aguzzi A, 2008; Watts JC, 2007; Linden R, 2008).,
Sin embargo, hay que tener en cuenta que muchas veces, la falta de compartimentalizacién en
sistemas in vitro o diferencias en niveles de expresién de la proteina dan lugar a falsos
positivos (Watts and Westaway, 2007, Llorens et al., 2013b). En consecuencia, Unicamente
unas pocas de estas proteinas han resultado ser funcionales en contextos fisioldgicos (Lee et
al., 2003, Watts and Westaway, 2007, Llorens et al., 2013b).
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Proteina

Funcion

Referencia

Proteinas de
membrana:

- N-CAM

- Laminina

- Caveolina-1

- Quinasa Fyn

- Clatrina

- Na'/KA" ATPasa a3
- B-distroglicano

- BACE-1

- o-espectrina

Adhesion celular, sefializacion

Adhesion celular, transduccién de sefial y neuritogénesis
Endocitosis

Molécula transductora de sefiales intracelulares

Trafico intracelular de receptores de membrana
Transporte activo de cationes a través de la membrana
Proteina constituyente del complejo distroglicano
Procesamiento de APP

Mantenimiento de la integridad de la membrana y la
estructura del citoesqueleto

(Schmitt-Ulms et al., 2001)
(Graner et al., 2000b)

(Harmey et al., 1995)
(Mouillet-Richard et al., 2000)
(Petrakis and Sklaviadis, 2006)
(Petrakis and Sklaviadis, 2006)
(Keshet et al., 2000)

(Parkin et al., 2007)

(Petrakis and Sklaviadis, 2006)

Proteinas
citoplasmaticas:

- Proteina inducible
por estrés (STI1)

- a-tubulina

- B-actina

- Bcl-2

- Grb2

Proteina de choque térmico (del inglés Heat shock
protein)

Subunidad formadora de microtubulos - citoesqueleto
Subunidad formadora de microfilamentos - citoesqueleto
Molécula inhibidora de la apoptosis

Proteina adaptadora para receptores tirosina quinasa

(Zanata et al., 2002)

(Nieznanski et al., 2005)
(Keshet et al., 2000)
(Kurschner and Morgan, 1995)
(Spielhaupter and Schatzl,
2001)

Proteinas sinapticas:
- Sinapsina Il

- Sinaptofisina

Regulacion de la sinaptogénesis y la formacion de
vesiculas
Proteina presinaptica vesicular

(Spielhaupter and Schatzl,
2001)
(Keshet et al., 2000)

Proteinas nucleares:

- CBP70

Lectina

(Rybner et al., 2002)

Tabla 5. Proteinas de interaccion con PrP°. Resumen de algunas de las proteinas y moléculas de interaccion
descritas para PrPC. Adaptado de (Watts and Westaway, 2007, Aguzzi et al., 2008a).

2.1.3. Posibles funciones descritas de PrP°

Las diferentes aproximaciones experimentales llevadas a cabo hasta el momento, tanto in vitro
como in vivo para el estudio de PrP® han permitido establecer hipétesis sobre el posible rol
fisioldgico de esta proteina (ver (Lasmezas, 2003, Westergard et al., 2007, Aguzzi et al., 2008a,
Linden et al., 2008) para revision). Sin embargo, a dia de hoy, todavia existe cierta controversia
al respecto. Aln asi, los datos existentes involucran a PrP® en multiples procesos celulares.
Los mas importantes se describen en la Figura 7. Conocer con detalle los mecanismos
moleculares sobre los cuales acttia PrP® en cada uno de estos procesos es esencial para
entender la patologia pridnica y encontrar dianas efectivas para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas.
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A continuacion, entraremos en detalle en las funciones de PrP® que estan directamente
relacionadas con nuestra linea de investigacion. No hay que olvidar, sin embargo, que existe
una gran interconexion entre todas ellas.

22. PRP° Y LA REGULACION DEL CICLO CELULAR Y LA
PROLIFERACION

2.2.1. Introduccion al ciclo celular

El ciclo celular es un proceso esencial en el desarrollo, la diferenciacion, la proliferacion y la
muerte de las células eucariotas, que consiste en una serie de eventos que dan lugar a la
division y duplicacion celular (King and Cidlowski, 1995, Ohnuma and Harris, 2003).

La progresién a través de este ciclo esta altamente regulada por la activacion e inactivacion de
proteinas asociadas. Cualquier evento que pueda alterar este proceso llevara a la disfuncion e
incluso la muerte celular. A nivel clinico, numerosos estudios han demostrado una clara
correlacion entre la desregulacion de esta maquinaria celular y el desarrollo de enfermedades
como el cancer (Malumbres and Barbacid, 2009, Mehrpour and Codogno, 2010)
principalmente, pero también otras patologias y afectaciones del sistema nervioso como la AD
(Vincent et al., 1997), el Parkinson o la isquemia entre otros (Wang et al., 2009a).

Fases del ciclo celular

En las células eucariotas, el ciclo celular se divide principalmente en cuatro fases: G1, S, G2 y
M. Durante la fase G1, la célula se prepara para la sintesis y replicacién del material genético,
que se producira durante la fase S de manera que al final de la transicion G2/M la célula se
pueda dividir y dar lugar a dos células hijas. Las células quiescentes se mantienen fuera del
ciclo, en fase GO, y son inducidas a entrar de nuevo en ciclo mediante la estimulacion
mitogénica (revisado en (Alberts et al., 2002, Wang et al., 2009a)).
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Mecanismos de regulacion del ciclo celular

Este proceso biolégico esta orquestado por diferentes proteinas de ciclo celular, que incluyen
ciclinas, quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y moléculas inhibidoras de quinasas
dependientes de ciclinas (CDKIs) (Malumbres and Barbacid, 2005, Wang et al., 2009a,
Berridge, 2012). Todas ellas constituyen un complejo regulador altamente sincronizado e
integrado (Kohn, 1999) entorno a la activacién e inactivacion periédica y ordenada de las
CDKs. Estas estan presentes de forma constitutiva durante la progresion del ciclo celular a
diferencia de las ciclinas, que se sintetizan o degradan en momentos especificos en respuesta
a diferentes sefiales moleculares (Figura 8).

Las ciclinas y sus CDKs asociadas forman las subunidades reguladora y catalitica,
respectivamente, de un heterodimero (ciclina-CDK) (Pines, 1993). Tras la interaccion de las
dos moléculas, la subunidad catalitica produce la activacién o inactivacién de una proteina
diana (especifica para cada heterodimero) mediante una reaccion de fosforilacion, regulando
asi el paso a la siguiente fase del ciclo celular. La integridad del genoma se mantiene a lo largo
del ciclo gracias a un sistema de puntos de restriccion o checkpoints, que operan en respuesta
a dano en el material genético o DNA (Pardee, 1989, King and Cidlowski, 1995). El proceso se
resume de la siguiente manera:

Progresién G1/S

La presencia de un estimulo extracelular pro-mitético (p.e. un factor de crecimiento) lleva a la
sintesis de ciclina D, que es la primera ciclina que se produce a lo largo del ciclo y controla la
progresion en fase G1 (Sherr, 1994). Esta ciclina activa a CDK4/6, lo que lleva a la fosforilacién
de la proteina retinoblastoma (Rb), que esta formando un complejo con el factor de
transcripcion E2F. Esta fosforilacion produce la disgregacion del complejo, permitiendo la
actividad transcripcional de E2F. Este punto es considerado critico o un punto de restriccion en
el ciclo, a partir del cual la célula ya esta irrevocablemente destinada a entrar en fase S
(Pardee, 1989).

Para poder entrar en fase S se requiere previamente de la activacion de CDK2 al final de la
fase G1, mediante su interaccion con la ciclina E. Este complejo debe ser silenciado, mediante
ubiquitinacion y degradacion de la ciclina E en el proteasoma, una vez entrada la fase S para
evitar la doble replicacién del DNA (Malumbres and Barbacid, 2005). Tras la desaparicion de
ciclina E, CDK2 se asocia con la ciclina A, recién sintetizada. Este nuevo complejo es
responsable de la activacibn de varias proteinas implicadas en la actividad de la DNA
polimerasa, la replicacion del DNA y la salida de fase S.

Progresién G2/M:

Durante la fase G2, se produce la degradacion proteolitica de las ciclinas A a la vez que se
sintetizan ciclinas B. Estas Ultimas se asocian con CDK1 (también llamada cdc2) para mediar el
proceso mitético mediante su translocacion al nucleo y la activacién de proteinas implicadas en
la condensacion de los cromosomas, la formacién del huso mitético y la rotura de la envuelta
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nuclear (Li et al., 1997). La posterior inactivacion progresiva del complejo ciclina B-cdc2 es
esencial para la correcta segregacion de los cromosomas y la division celular.

En esta cadena de complejos ciclina-CDK también intervienen moléculas de sefalizacion
(Pardee, 1989) asi como inhibidores endogenos (p.e. cip/kip o INK4) o exogenos (p.e.
flavopiridol) que refinan la dinamica del ciclo celular y regulan el potencial proliferativo.
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Figura 8. El ciclo celular. La progresion a través del ciclo celular se da mediante las fases M,
G1, S, y G2, y se regula mediante la expresién y activacion de ciclinas, quinasas dependientes
de ciclina (CDKs) e inhibidores de CDKs. Los complejos ciclina-CDK son especificos de cada
fase del ciclo. El complejo ciclina D-CDK4/6 fosforila a retinoblastoma (Rb) y libera el factor E2F,
que inicia la transcripcion del DNA. Adaptado de (Wang et al., 2009a).

2.2.2. La proliferacion celular

La entrada en ciclo de una célula supone, en la mayoria de los casos, el inicio del proceso de
proliferacion, que da lugar al crecimiento y a la division celular (Pardee, 1989). En el SNC, los
procesos de proliferacion se dan principalmente durante el desarrollo, aunque en el organismo
adulto también podemos encontrar centros proliferativos latentes, como la regién subventricular
(SVZ) o el giro dentado del hipocampo (DG), constituidos por células madre neuronales
(Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002, Ohnuma and Harris, 2003, Steele et al., 2006). En
ambos casos, este proceso esta altamente regulado y coordinado en el tiempo y en el espacio
(Gotz and Huttner, 2005). En las neuronas ya diferenciadas, también se requiere de un control
preciso del ciclo celular para el mantenimiento del fenotipo neuronal. Aunque estas neuronas
son células tipicamente post-mitéticas y terminalmente diferenciadas, existen evidencias de
que éstas mantienen la capacidad de reentrar en el ciclo en respuesta a ciertos estimulos
(Herrup and Busser, 1995). Sin embargo, en estos casos la entrada en ciclo suele conducir a la
muerte celular en lugar de a la proliferacién.
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Los principales elementos inductores de la proliferacion son los factores de crecimiento
(Berridge, 2012). Estos, a través de receptores de membrana, activan vias de sefalizacion
especificas que actuan a nivel de la fase G1 del ciclo celular, induciendo la entrada en ciclo y el
crecimiento de poblaciones celulares en zonas localizadas y en momentos determinados
(Pardee, 1989, Kerkhoff and Rapp, 1998).

Los factores de crecimiento y su senalizacion intracelular

Los factores de crecimiento son un conjunto de moléculas, ampliamente diversas en cuanto a
estructura, capaces de inducir la proliferacion y el crecimiento celular. Su actividad esta
mediada principalmente por receptores transmembrana con dominios citoplasmaticos tirosina-
quinasa. La sobrerregulacion de algunos factores de crecimiento y receptores asociados han
sido relacionados con la formacion de tumores (Malumbres and Barbacid, 2009, Pines et al.,
2010).

Las principales familias de factores de crecimiento que encontramos incluyen: i) factores de
crecimiento transformante beta (TGF-f), ii) factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), iii)
factores de crecimiento epidérmicos (EGF), iv) factores de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) o iv) factores de crecimiento insulinico (IGF), entre otros. Estos factores utilizan una
gran variedad de vias de sefalizacion para transmitir informacion desde la superficie celular al
nucleo. Las principales vias implicadas son: i) la via de las quinasas activadas por mitégenos o
MAPXK, ii) la via candnica Wnt/Bcatenina, iii) la via Hedgehog (Hh), iv) la via del Ca® o v) la via
de factores nucleares como NF-kB, y llevan a la activacion de factores de transcripcion
nucleares (p.e. CREB, o GLI1) y a la posterior transcripcibn de genes implicados en la
proliferacion celular. Estas vias inductoras de proliferacion contrastan con vias de sefializacién
antiproliferativas, que actuan evitando la entrada en el ciclo (p.e. la via de TGF-B) (ver
(Berridge, 2012) para revision).

2.2.3. EGF y EGFR

Los EGFs constituyen una familia de proteinas, de unos 53 aminoacidos, capaces de regular
los mecanismos de proliferacién, migracion y diferenciacion celular mediante su interaccion con
receptores tirosina quinasa presentes en la membrana celular (p.e. el receptor del factor de
crecimiento epidérmico o EGFR) (Wong and Guillaud, 2004). Su descubrimiento se debe a
Stanley Cohen y Rita Levi-Montalcini, por el cual recibieron el Premio Nobel de medicina en
1986 (Cohen, 1983).

Caracteristicas estructurales de EGFR

El EGFR (o ErbB-1) es uno de los cuatro constituyentes de la familia de receptores ErbB junto
con HER2 (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) y HER4 (ErbB-4), y se sintetiza a partir de un precursor
polipeptidico de 1210 residuos. Tras la eliminacién de la secuencia N-terminal hidrofébica de
insercion en membrana y la adicién de grupos de glucosilacion, la proteina es enviada a la
superficie celular donde llevara a cabo su funcién.
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El receptor EGFR maduro es una glicoproteina integral de membrana, de 170kDa. Esta
constituida por un dominio extracelular N- terminal (o ectodominio), que incluye la regién de
unién del ligando, seguida de un unico dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico C-
terminal (Lax et al., 1989). En este ultimo, se localiza el sitio catalitico responsable de la
activacion tirosina quinasa, concretamente los
residuos Y992, Y1045, Y1068, Y1148 e Y1173
(Figura 9). Este dominio también contiene algunos
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Mecanismo de activacion de EGFR

La unién del ligando a EGFR produce la transicion del receptor de su forma monomérica
inactiva a una forma homo- o hetero-dimérica, segun si se produce entre receptores idénticos o
miembros distintos de la misma familia (Ferguson et al., 2003). Esta dimerizacion activa la
propiedad tirosina intrinseca del receptor que resulta en la autofosforilacion de varios residuos
de tirosina en su dominio C-terminal. Estas fosforilaciones generan lugares de union de
proteinas adaptadoras (p.e. Grb2, PLCy o Src) a través de sus dominios SH2 (del inglés, Src
homology 2) o PTB (del inglés, phosphotyrosin-binding domain) fosforilados, formando
complejos multiméricos de sefializacion junto con el receptor (Pawson and Scott, 1997). Hay
que remarcar que la autofosforilacion de EGFR no es un requisito esencial para su activacion.

Vista la gran diversidad de moléculas que interaccionan con EGFR, no sorprende que su
estimulacién resulte en la activacion simultanea de varias vias de sefalizacion (Zwick et al.,
1999, Jorissen et al., 2003) entre las que encontramos: i) la via Ras/MAPK, ii) la via de la
fosfoinositol-3 quinasa y proteina quinasa B (PI3K/AKT), iii) la via de quinasas transductoras de
sefial y activadoras de la transcripcion (STAT), iv) la via de la fosfolipasa C (PLC) o v) la via de
las quinasas c-jun N-terminal (JNK), entre otras. Estas vias estan funcionalmente
interconectadas pero, con el fin de simplificar la explicacion, nos centraremos en las dos
primeras, implicadas en la proliferacién y supervivencia celular (Figura 10).
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Via de seiializacién Ras/MAPK

Esta cascada de transduccion de sefales se inicia con la union de la proteina adaptadora Grb2
(del inglés, Growth factor receptor-bound protein 2) al dominio C-terminal transfosforilado del
EGFR activo. A su vez, Grb2 recluta el factor SOS (del inglés, Son of Sevenless) mediante su
dominio SH3, que resulta activo con la formacion del complejo. SOS activo promueve la unién
de ras a GTP (guanosin trifosfato), que lleva a la posterior activacion de Raf, responsable de
iniciar la cascada MAPK mediante la fosforilaciéon y activacion de MEK y ERK1/2 (quinasas
reguladoras de sefales extracelulares 1 y 2). Esta ultima serina/treonina quinasa se transloca
al nucleo donde regula la actividad de de distintos factores de transcripciéon, entre los que
encontramos Elk-1, c-fos o c-myc, asi como genes especificos de proteinas reguladoras del
ciclo celular (p.e. ccdn1) (ver (Kerkhoff and Rapp, 1998, Meloche and Pouyssegur, 2007,
Mebratu and Tesfaigzi, 2009, Keshet and Seger, 2010, Roskoski, 2012) para revision).

Via de seiializacion PI3K/AKT

La activacion de EGFR tiene unos marcados efectos sobre el metabolismo de los fosfolipidos,
incluyendo el reciclaje de fosfatidilinositoles. Entre las enzimas involucradas en estos
mecanismos encontramos a PI3K, que puede interaccionar con receptores tirosina quinasa
activos, como EGFR, y llevar a la sintesis de fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). Una de las
dianas mejor caracterizadas de PIP3 es AKT (o PKB). Su union al lipido produce la
translocacion de esta quinasa a la membrana donde es fosforilada y activada por quinasas
dependientes de fosfolipidos (PDK-1). AKT es uno de los principales mediadores de
supervivencia celular y proliferacién de PI3K mediante la activacion del regulador de la sintesis
proteica mTor (del inglés, Mammalian target of rapamycin) o de factores de transcripcion (Pene
et al., 2002). Recientemente también se ha descrito la interaccion Ras-PI3K, por lo que esta
puede ser otra via de activacion de AKT (Bellacosa et al., 1998, Hers et al., 2011).
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2.24. PrP® en 1la regulacion de los procesos de proliferacion:

antecedentes

El estudio de la expresién de PrP® durante el desarrollo o embriogénesis ha sido de especial
importancia a la hora de a asignar a PrP® un papel en procesos de proliferaciéon celular
(McKinley et al., 1987, Manson et al., 1992, Miele et al., 2003). Ademas, PrP® también parece
ejercer este rol en poblaciones celulares de constante renovacidn presentes en zona

proliferativas del organismo adulto (SVZ y giro dentado).

Ensayos de sobreexpresion y silenciamiento realizados in vitro e in vivo han mostrado cambios
proliferativos asociados a PrPC. Parece ser que los niveles de la proteina en la membrana
confieren una mayor o menor respuesta a factores de crecimiento segun el tipo celular y el
estadio de desarrollo, favoreciendo asi su proliferacion o su diferenciacion (Kim et al., 2005,
Steele et al., 2006, Lee and Baskakov, 2010).

En concordancia con estos datos, el analisis de expresion génica de modelos in vivo e in vitro
knockout para Prnp ha revelado cambios de expresiéon de genes asociados tanto a ciclo celular
(como la ciclina D1) como a mecanismos de sefalizacion por factores de crecimiento, en
comparacion a la situacion control (Satoh et al., 2000, Liang et al., 2007). Es posible que estas
alteraciones en la expresion génica derivada de la presencia/ausencia de Prp°® puedan

contribuir al control de la proliferaciéon en determinados tipos celulares.

Las evidencias de la participacién de PrP® en el proceso de proliferacion se describen mas

ampliamente en la discusién de este trabajo.

2.3. PrP° EN LA DIFERENCIACION Y LA NEURITOGENESIS

2.3.1. La diferenciacion neuronal

El desarrollo del SNC implica la generacion de células neuronales, astrocitos y oligodendrocitos
a partir de las células madre presentes en el neuroepitelio. En los seres humanos, estas células
proliferan para dar lugar a las llamadas células progenitoras, que posteriormente se convertiran
en las primeras formas neuronales inmaduras (Gotz and Huttner, 2005). A pesar de tener un
origen comun al inicio del desarrollo, las neuronas presentan una alta diversidad morfolégica y
funcional. Esto es debido a que tras esta fase de proliferacion, las neuronas migran a su
ubicacion definitiva y se diferencian, es decir, adquieren las caracteristicas morfologicas y
fisiolégicas de la neurona madura (Barnes and Polleux, 2009, Tahirovic and Bradke, 2009). El
proceso de diferenciacion no solamente afecta a la citologia celular, sino que también influye a
nivel molecular.

En el transcurso del desarrollo embrionario, la regulacion de los procesos de diferenciacion de
los precursores neuronales, al igual que los de proliferacién, recae tanto en factores intrinsecos
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al tipo celular (Kempermann et al., 1997) como en sefiales extracelulares (Gritti et al., 1999,
Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Estas Gltimas dependen de la localizacién espacio-
temporal e incluyen factores de crecimiento, moléculas de sefializacién y proteinas de matriz
extracelular (Cheng and Poo, 2012).

Hasta el momento se han descrito mas de 50 tipos neuronales distintos, aunque todos
comparten algunos rasgos caracteristicos comunes que las diferencian de las células de otros
tejidos. Son células tipicamente polarizadas y sus funciones se encuentran
compartimentalizadas — cuerpo neuronal, dendritas, axén y terminal sinaptico — para facilitar el
procesamiento de las sefiales eléctricas (Barnes and Polleux, 2009, Tahirovic and Bradke,
2009). El cuerpo celular, contiene el nucleo y las organelas necesarias para la sintesis proteica
y ocupa menos de una décima parte del volumen neuronal total. Las dendritas, que se originan
del cuerpo neuronal, son estructuras altamente ramificadas y especializadas para recibir el
estimulo eléctrico proveniente de otras neuronas. Finalmente, el axén permite la propagacion
de este estimulo en largas distancias, hacia el terminal sinaptico, donde contacta con la
neurona diana para la transmision del potencial de accién. La excitabilidad de estas células
también es un rasgo caracteristico y diferencial de ellas (ver (Kandel, 2000, Alberts et al., 2002,
Berridge, 2012) para revision).

2.3.2. El citoesqueleto neuronal

El mayor determinante intrinseco de la morfologia y polaridad neuronal es el citoesqueleto
(Barnes and Polleux, 2009, Tahirovic and Bradke, 2009), un elemento clave no solo para la
rotura de la simetria neuronal sino también para el trafico selectivo de componentes celulares
durante la neuritogénesis (Witte and Bradke, 2008, Fletcher and Mullins, 2010). Constituye
aproximadamente el 25% de las proteinas totales de una neurona y engloba principalmente
tres estructuras filamentosas: i) los microtubulos (MTs), ii) los neurofilamentos (NFs) vy iii) los
microfilamentos de actina (MFs), cada una con una composicion, estructura, organizacion y
funcion caracteristica.

La dinamica del citoesqueleto esta finamente regulada por un gran numero de proteinas y
moléculas asociadas, que responden acorde con las sefiales procedentes del entorno
extracelular. En este trabajo nos vamos a centrar en el rol del citoesqueleto de actina en la
formacion de filopodios (ver (da Silva and Dotti, 2002, Mattila and Lappalainen, 2008) para
revisiéon) como paso inicial de la neuritogénesis.

El citoesqueleto de actina en la formacién de filopodios

Los MFs son estructuras altamente dinamicas cuya polimerizacion y despolimerizacion esta
regulada por una gran variedad de proteinas, que incluyen motores de miosina, proteinas de
anclaje a membrana e incluso proteinas reguladoras GTPasa, entre muchas otras (Lee and
Dominguez, 2010). Se localizan principalmente en las regiones corticales, cerca de la
membrana plasmatica (Hitt and Luna, 1994), concentradas en el terminal presinaptico, las
espinas dendriticas y los conos de crecimiento (Sobue, 1993). En la mayoria de circunstancias,
se encuentran dispersos formando oligbmeros de pequefio tamafio. Sin embargo, durante la
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formacion de filopodios y lamelipodios a nivel del cono de crecimiento, se produce el acimulo
de MFs mas largos en regiones concretas de la membrana (Mattila and Lappalainen, 2008). A
su vez, la organizacién de los microfilamentos de actina en estos dos tipos de protrusiones es
muy diferente. Mientras los filopodios son proyecciones citoplasmaticas delgadas (0.1-0.3 um),
en forma de espina y formadas por filamentos paralelos de F-actina (Mattila and Lappalainen,
2008), los lamelipodios son prolongaciones finas (0.1-0.2 uym) y planas de la membrana,
transitorias, y formadas por una red entrelazada de filamentos (Dent E, 2011). Ambas actuan
como sensores del entorno extracelular (Cheng and Poo, 2012) ademas de ser el motor de la
migracioén, adhesion y la motilidad celular (Kater and Rehder, 1995).

La neuritogénesis: del filopodio a la neurita

La protrusion de filopodios y lamelipodios de la membrana neuronal supone el primer paso para
la extension de neuritas y la formacion de las estructuras sinapticas (Sobue, 1993, Kater and
Rehder, 1995) propias de la neuritogénesis. Este proceso dinamico, asociado a la
diferenciacion neuronal, permite que los precursores neuronales esféricos, que ya han migrado
a su ubicacion definitiva, generen estructuras dendriticas y axonales para la integracion y
transmision de sefales sinapticas (da Silva and Dotti, 2002). Parece claro que la comunicacién
entre la célula y el entorno extracelular determina el ndmero, morfologia, caracteristicas,
orientaciéon y velocidad de crecimiento de las primeras neuritas, permitiendo la rotura de la
esfera neuronal. Asimismo, el control espacio-temporal de este proceso es esencial para la
correcta conectividad neuronal y, consecuentemente, para la funcién cerebral.

A pesar de la gran variabilidad de formas neuronales presentes en el cerebro en desarrollo, el
proceso de extension y elongacion de un axén o dendrita en todas ellas se puede dividir en tres
fases: i) la formacion de protrusiones en la membrana en forma de filopodios y lamelipodios, ii)
el movimiento del citoplasma (MTs y organelas) al nuevo espacio que se genera a medida que
se forma la neurita (del inglés, engorgement) y iii) la consolidacién de la neurita en una dendrita
0 una estructura migratoria polarizada que constituye el axén (Dent et al., 2011) (Figura 11).
Este axdn, que suele crecer largas distancias en busca de su célula diana, requiere también de
la formacion de una estructura altamente especializada, denominada cono de crecimiento
axonal, que guia su elongacion hasta el establecimiento del contacto sinaptico. La
diferenciacion neuronal finaliza con la sintesis adecuada de neurotransmisores y receptores
sinapticos, asi como la muerte celular de aquellas neuronas que hayan generado sinapsis
erroneas (da Silva and Dotti, 2002).

Los multiples ensayos realizados in vitro para el estudio de la diferenciacion neuronal, muchos
de ellos sobre cultivos primarios de hipocampo, han permitido reproducir, en cierta medida, las
fases de este proceso y determinar los mecanismos moleculares que guian la polarizacion
neuronal (Goslin and Banker, 1989). Se ha descrito que la especificacion del axén de entre
todas las neuritas generadas asi como el proceso de guia y elongacién axonal, esta regulada
tanto por factores genéticos intrinsecos de la neurona como por sefiales extracelulares. Entre
estas Ultimas encontramos sefiales ciclicas de elongacién y retraccion, ya sean factores
difusibles (p.e. netrinas, semaforinas o neurotrofinas, entre otras) o elementos de las matriz
extracelular (p.e. laminina o colageno) (Cheng and Poo, 2012). Estas moléculas actuan sobre
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elementos de membrana que llevan a la activacién de vias de sefializacién intracelular como
PI3K, AKT o GSK3p, entre otras. Estas vias regulan a su vez la dinamica del citoesqueleto de
actina, el trafico de proteinas en el interior de la célula, los mecanismos de adhesion celular y la
via endocitica para el reciclaje de la membrana celular, entre otros procesos (Arimura and
Kaibuchi, 2007, Barnes and Polleux, 2009).
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Se conoce que la dinamica del citoesqueleto de actina durante el proceso de neuritogénesis
esta orquestada principalmente por las pequefias GTPAsas de la superfamilia Rho, bajo la
influencia de las vias de sefalizacion mencionadas anteriormente. A continuacién entraremos
en detalle en la participacién de estas proteinas en el proceso inicial de la neuritogénesis,
concretamente durante la formacién de filopodios.

El papel de las RhoGTPasas en la formacion de filopodios

Las pequefias GTPasas de la superfamilia Rho son interruptores moleculares intracelulares
que ciclan entre su forma activa (unida a GTP) y su forma inactiva (unida a guanosina difosfato
o GDP) en respuesta a la acciéon de factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina
(GEFs), proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) o inhibidores de la disociacion de
nucledtidos de guanina (GDIs). Estas proteinas se encuentran intimamente ligadas al
citoesqueleto, regulando la morfologia y dindmica celular (Luo, 2000, Ridley, 2006, Arimura and
Kaibuchi, 2007). Entre las RhoGTPasas mas estudiadas encontramos Rac1 (del inglés Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1), implicada en la formacién de lamelipodios, RhoA (del
inglés Ras-homologous member A), relacionada con la formacion de fibras de estrés,
adhesiones focales y crecimiento neuritico y Cdc42 (del inglés Cell-division cycle 42), con un
papel clave en la formacién de filopodios y el establecimiento de la morfologia del cono de
crecimiento.

Cdc42 realiza su funcién mediante la regulacion de la maquinaria de nucleacién de los
filamentos de actina, principalmente de la proteina asociada a actina 2/3 (Arp2/3) (Miki et al.,
1998, Rohatgi et al., 1999). En esta via, Cdc42 interacciona con N-WASP (del inglés, Neural
Wiskott-Aldrich syndrome protein), que se encuentra en su conformacion autoinhibida y
requiere de la unién de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) a su dominio N-terminal
para su activacion. Una vez activa N-WASP, es capaz de interaccionar tanto con los
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mondmeros de actina como con el complejo Arp2/3. La unién del complejo Arp2/3 al extremo
de un MF existente inicia el crecimiento de un filamento nuevo mediante un estricto control de
la polimerizacién y despolimerizacién. Con ello se consigue mantener la estabilidad de los
nuevos filamentos y dar lugar a la formacién estructuras como son los filopodios. Se ha
observado en cultivos primarios de células hipocampicas que la falta de Cdc42 produce
defectos en el citoesqueleto de actina suficientes como para bloquear la formaciéon de
filopodios, y consecuentemente la formacién del axén (Garvalov et al., 2007).

RhoA también influye indirectamente en este proceso a través de la modulacion de la
estabilidad del citoesqueleto de actina a través de la activacion secuencial de la quinasa
asociada a Rho (ROCK) y la quinasa LIM1 (LIMK1). Esta ultima, a su vez, actua sobre la
ADF/Cofilina produciendo la despolimerizacion de filamentos de actina (Da Silva et al., 2003).
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Figura 12. El citoesqueleto de actina en la formacion de filopodios. La induccion de los cambios morfolégicos
que dan lugar a la formacién de filopodios y posteriormente neuritas depende de sefales extracelulares que dan
lugar a la activacion/inhibicién de proteinas reguladoras (GDls, GAPs y GEFs) y vias de sefalizacién (RhoA, Rac y
Cdc42) asociadas al citoesqueleto de actina. Esta sefializacion actia sobre proteinas de union a actina (ABPs)
modulando la dinamica de los MFs. a) Cuando se requiere la estabilizacion de la membrana, la célula recibe
sefales inhibidoras de la diferenciacién. b) Cuando se requiere de la formacion neuritica, el citoesqueleto de actina
se desestabiliza y se reorganiza. La participacion de los complejos moleculares asociados a actina permite la
formacion del filopodio (derecha). Primero, las proteinas Dia2 y ENA/VASP, con la ayuda de los motores de
miosina, llevan a cabo la elongacion de los extremos libres de los MFs. Seguidamente, proteinas adaptadoras
como IRSp53 permiten la deformacion de la membrana y finalmente, la incorporacién de proteinas de cross-linking
como la filamina dan rigidez a los MFs a medida que se produce la elongacion de la estructura. Modificado de (da
Silva and Dotti, 2002, Mattila and Lappalainen, 2008).

Los cambios en el citoesqueleto que pueden desencadenar las RhoGTPasas en respuesta a la
estimulacién de receptores de superficie requieren de la formacion simultanea y correcto
funcionamiento de complejos multimoleculares, que incluyen tanto proteinas de soporte (p.e.
Dia2) como proteinas de unidn a actina. Estas ultimas controlan la organizacién del
citoesqueleto e incluyen: i) proteinas de ancoraje a la membrana (Ena/Mena/VASP), ii)
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proteinas nucleadoras de actina (Arp2/3), iii) proteinas de unién o cross-linking (filamina o
fascina), iv) proteinas de ensamblaje y desensamblaje de filamentos de actina (gelsolina,
profilina), v) proteinas de secuestro de monémeros de actina (timosina-f4) y vi) proteinas
despolimerizadoras de actina (ADF/cofilina) (revisado en (Mattila and Lappalainen, 2008, Dent
et al., 2011)) (Figura 12).

La transfeccion de mutantes dominantes negativos o mutantes constitutivamente activos de las
RhoGTPasas en diferentes tipos celulares asi como la sobreexpresién/inhibicion de proteinas
asociadas han sido muy utiles en el estudio del crecimiento dendritico y axonal (Threadgill et
al., 1997, Garvalov et al., 2007).

2.3.3. PrPC en la neuritogénesis: antecedentes

La posible implicacién de PrP® en mecanismos de diferenciacion neuronal no fue inicialmente
observada con la generacion del animal knockout. Las diferentes cepas de raton generadas no
parecian mostrar alteraciones en el desarrollo embrionario ni problemas de supervivencia
(Bueler et al., 1992). Sin embargo, los niveles incrementales de mRNA y proteina descritos,
desde el estadio embrionario E7.5 hasta P20 aproximadamente, dejaban entrever que PrP°®
participaba en el desarrollo del SNC (Lazarini et al., 1991). La proteina priénica se expresaba
en precursores tanto neuronales (Kim et al., 2005, Steele et al., 2006) como gliales (Bribian et
al., 2012) y parecia actuar favoreciendo la diferenciacion celular. No obstante, PrP® parecia

tener el efecto opuesto sobre las células indiferenciadas en el adulto (Steele et al., 2006).

En paralelo a estos estudios, se han identificacion ligandos de interaccién con PrP®, como la
laminina, el precursor del receptor de la laminina (Graner et al., 2000a) o NCAM (Schmitt-Ulms
et al., 2001, Santuccione et al., 2005). Estos ligandos estan implicados en mecanismos de
neuritogénesis, por lo que su interacciéon con la proteina pridnica puede ser importante para la
estabilidad sinaptica y el desarrollo y plasticidad neuronal (Graner E, 2000, Santuccione A,
2005). Asimismo, algunos estudios también han sugerido un papel de PrPenla regulacion de
la dindmica de las adhesiones focales (FA) durante la diferenciacion neuronal. Las FA son
complejos proteicos de membrana a través de los cuales el citoesqueleto de una célula conecta
con la matriz extracelular. Parece ser que PrP® esta presente en estas estructuras de
membrana en asociacion a las proteinas reggie/flotilina (Schrock Y, 2009; Alleaume-Butaux A,
2013).

Estas aproximaciones, junto con ensayos de sobreexpresion (Pantera et al., 2009, Watanabe et
al., 2012) o silenciamiento de PrP° (Loubet et al., 2012) han permitido describir el rol de la

proteina pridnica en la neuritogénesis (Alleaume-Butaux et al., 2013).

A estos datos se les suman otras evidencias presentadas en el apartado de discusiéon de este

trabajo.

40 |



Funciones fisiol6gicas de Prp° | Introduccién

2.4. PrP® FUNCION SINAPTICA Y EXCITABILIDAD NEURONAL

2.4.1. La sinapsis neuronal

En el SNC, la sinapsis de define como una regién de contacto especializado entre neuronas
que permite la transmision de sefales eléctricas (iones) o quimicas (neurotransmisores) entre
ellas y la propagacion del impulso nervioso. La sinapsis mediada por neurotransmisores se
produce en tres etapas: 1) la llegada de un potencial de accion al terminal axonal produce la
despolarizacion de la membrana, la entrada masiva calcio por canales dependientes de voltaje
y la consecuente liberacion de neurotransmisores al espacio sinaptico, 2) el neurotransmisor
difunde por la hendidura sinaptica hasta interaccionar con receptores de membrana
postsinapticos y 3) la union ligando-receptor produce cambios en la membrana postsinaptica
que llevan a la generacién de potenciales de accion excitatorios postsinapticos o EPSPs (si hay
despolarizacion) e inhibitorios o IPSPs (si hay hiperpolarizacion) (ver (Kandel, 2000, Berridge,
2012) para revision).

La neurotransmision en el SNC depende de la maquinaria molecular presente en la sinapsis.
Alteraciones en su funcionamiento son la causa de muchas patologias cerebrales entre las que
encontramos la AD o el Parkinson (Palop et al., 2006).

2.4.2. El glutamato y la sinapsis glutamatérgica

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC de los mamiferos (Platt,
2007). Ademas de su papel como aminoacido excitatorio también presenta un rol en la
plasticidad sinaptica y la potenciacién neuronal a largo plazo (LTP), que es la base de los
procesos de aprendizaje y memoria (McEntee and Crook, 1993, Meldrum, 2000). Aunque el
glutamato es un elemento esencial en el mantenimiento del SNC, su activacién excesiva puede
convertirlo en una potente neurotoxina (Olney, 1969) cuya excitotoxicidad esta implicada en la
patogénesis de muchas enfermedades neurolégicas como el infarto (Arundine and Tymianski,
2004), la esclerosis lateral amiotréfica (Pitt et al., 2000) o la epilepsia (Chapman, 2000).

El glutamato, que esta distribuido por todo el cerebro, participa en una gran cantidad de
procesos metabdlicos. De hecho, mas del 70% de las sinapsis excitatorias del SNC utilizan
este aminoacido como neurotransmisor (Meldrum, 2000). El glutamato, una vez sintetizado, es
introducido en las vesiculas presinapticas desde las cuales se libera al terminal sinaptico via un
mecanismo dependiente de calcio (Ca”) y voltaje. Alli puede o bien interaccionar con sus
correspondientes receptores de glutamato (GluRs) situados tanto a nivel presinaptico como
postsinaptico (Nakanishi, 1992) o bien ser activamente rescatado mediante un transportador de
glutamato glial o neuronal (Danbolt, 2001) para regular su concentracién. Este glutamato
internalizado, se metaboliza a sus precursores (la glutamina y el a-ketoglutarato) en las células
gliales, los cuales son liberados al terminal sinaptico para la re-sintesis del neurotransmisor
(Daikhin and Yudkoff, 2000). Por otro lado, la activacion de receptores postsinapticos lleva a la
apertura de canales ibnicos que constituye una sefal quimica, de corta duracién, que se
convierte en un EPSP (Meldrum, 2000, Platt, 2007, Niciu et al., 2012) (Figura 13).
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Los receptores de glutamato

El glutamato, asi como sus agonistas exoégenos (p.e. NMDA y KA), actia sobre diferentes
receptores de membrana se clasifican en receptores ionotropicos (iGluRs) (Dingledine et al.,
1999) y receptores metabotropicos (mMGIuRs) (Pin and Duvoisin, 1995) segun si constituyen un
canal ibnico o van asociados a segundos mensajeros, respectivamente.

Receptores ionotrépicos de glutamato (iGluRs)

Son receptores que forman un canal catiénico que permite el flujo de iones de sodio (Na®),
calcio (Ca*") y potasio (K*) tras la union de su ligando. Se han identificado tres familias de
iGluRs segun su estructura y farmacologia (Nakanishi, 1992). Su denominacién hace referencia
al agonista farmacologico capaz de unirse con mayor especificidad a ellos y abrir
selectivamente el canal: receptores de N-metil-D-aspartico (NMDAR), receptores de a-amino-3-
hidroxi-5-methil-4-isoxazolepropionico (AMPAR) y receptores de acido kainico (KAR).

A nivel molecular, los iGluRs son proteinas integrales de membrana constituidas por diferentes
subunidades que forman tetrameros o pentdmeros (Rosenmund et al., 1998, Madden, 2002), y
cuya combinacién determina las propiedades biofisicas y la farmacologia del receptor. Se han
identificado alrededor de 28 subunidades distintas, diferencialmente expresadas en el SNC.
Cada subunidad consta de una cadena polipeptidica de aproximadamente 900 aminoacidos
(=100 kDa) que da lugar a una proteina con los siguientes dominios: i) un extremo N-terminal
en la region extracelular; ii) tres dominios transmembrana (M1, M3 y M4), iii) un loop (M2)
incluido en la membrana por su cara citoplasmatica y iv) un extremo C-terminal en la regién
intracelular (Figura 14), que permite la interaccion del receptor con proteinas PSD (postsynaptic
density). Las PSD estan constituidas por mas de 100 proteinas, que incluyen receptores,
canales iénicos, moléculas de adhesion y proteinas del citoesqueleto, entre otras, siendo PSD-
95 una de las mas abundantes. Su funcion principal es la de mantener la estructura y
organizacion de los elementos postsinapticos, asociandolos a las diferentes vias de
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sefalizacion y asegurando el correcto funcionamiento de la transmisién sinaptica (Boeckers,
2006, Kim and Sheng, 2009).

e Receptores de NMDA (NMDARs):

Los NMDARSs son estructuras tetra-heteroméricas permeables a iones de Na’, ca* y K*
(Monyer et al., 1992) que han sido extensamente estudiados debido al gran niumero de ligandos
selectivos descritos, tanto agonistas como antagonistas (p.e. MK801 o ketamina). Constituyen
canales dependientes de voltaje que, en situacidén fisiolégica de reposo, se encuentran
bloqueados por magnesio (M92+) (Nowak et al., 1984). Cuando éste se elimina, el canal se
activa permitiendo el influjo de calcio y dando lugar a la despolarizacién postsinaptica y la
generacion del potencial de accion. Estos canales presentan un tiempo de apertura largo y una
cinética de activacion relativamente lenta (Lester et al., 1990).

A nivel estructural estos receptores estan formados por subunidades NR1, NR2 (isoformas
NR2A-NR2D) y, en algunos casos, subunidades NR3 (NR3A y NR3B) (Madden, 2002). La
subunidad NR2, que se expresa segun patrones espacio temporales en el cerebro, presenta
los dos lugares de unién de ligando, mientras que en la NR1, presente en todas las neuronas,
contiene el sitio de unién de glicina, co-agonista imprescindible para la actividad del receptor
(Watanabe et al., 1992). En ausencia de glicina, la unién de glutamato al receptor no resulta en
la apertura del canal (Johnson and Ascher, 1987). La alta permeabilidad a calcio de los
NMDARs hace que éstos tengan un papel importante en procesos de muerte celular y
excitotoxicidad.

o Receptores AMPA (AMPARSs):

Los iGluRs con afinidad para el agonista AMPA (Gouaux, 2004) estan ampliamente pero
diferencialmente distribuidos por el cerebro siendo mayoritaria su expresion en el hipocampo y
en las capas superficiales de la corteza y putamen (Martin et al., 1993). Son responsables,
junto con los KARs, de la transmisién excitatoria més rapida del SNC y también se han
relacionado con mecanismos de plasticidad sinaptica.

A nivel estructural, se encuentran en forma de homo- o hetero-oligbmeros compuestos de
subunidades denominadas GIURA-GIURD (o GIluR1-GluR4) cuya combinacién determina las
propiedades funcionales del receptor (p.e. la permeabilidad a CaZ+) (Jonas and Burnashev,
1995). Los AMPARs presentan dos sitios de union a ligando, los cuales deben estar ocupados
para que se dé el cambio conformacional necesario para la apertura del canal. La entrada de
cationes (principalmente Na* y K*) da lugar a cambios locales en el potencial de membrana que
desencadenan un EPSP.

¢ Receptores de KA (KARs):

Los KARs no solo median la transmision de sefiales excitatorias sino que también regulan la
liberacién de neurotransmisores a nivel presinaptico. Generan corrientes eléctricas menores
(Castillo et al., 1997), mas lentas pero de mayor durada que los AMPARSs, y parecen estar
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involucrados en fendmenos de plasticidad a corto y largo plazo asi como en la regulacion de la
sefializacion sinaptica (Lerma, 2003).

Hasta el momento, se han clonado cinco subunidades diferentes del receptor, divididas en dos
subfamilias. La primera esta compuesta por las subunidades GIuR5-GIuR7 (o GRIK1-3), que
muestran un alto grado de homologia entre ellas y son capaces de formar canales
homoméricos. GIuR6 (o GRIK2) ha sido ampliamente estudiada por su papel en la
excitotoxicidad por KA a través de su interaccion con MLK3 (del inglés, mixed-lineage protein
kinase 3) y PSD-95 (Savinainen et al., 2001, Tian et al., 2005, Hu et al., 2009, Yu et al., 2009).
La segunda familia, formada por KA1 y KA2 (o GRIK4-5), presenta mucha mas afinidad al
agonista pero no son capaces de formar canales homoméricos. Se conoce, a partir de ensayos
de hibridacién in situ, que estas subunidades se expresan de manera ubicua en el SNC,
aunque el patron de expresion de cada subunidad es heterogéneo (Bahn et al., 1994).

Receptores metabotropicos de glutamato (mGIuRs)

Pertenecen a la superfamilia de receptores unidos a proteinas-G (proteinas que unen GTP)
que se divide en tres grupos distintos (Grupo |: mGIluR1, mGIuR5; Grupo II: mGIuR2, mGIuRS;
Grupo lll: mGIluR4, mGIuR6-8) en funcion de su sistema de segundo mensajero, su homologia
y su farmacologia. A diferencia de los iGIuR, éstos estan formados por polipéptidos que
presentan siete dominios transmembrana (Figura 14). La unién de un agonista a uno de estos
receptores da lugar a cambios en los niveles de segundos mensajeros (adenosin monofosfato
ciclico (cAMP) o diacilglicerol (DAG)) mediados por la adenilato ciclasa (AC) y la fosfolipasa C
(PLC) asi como por la liberacion de Ca®* de los reservorios intracelulares (ver (Pin and
Duvoisin, 1995) para revision).

La funcion de los mGIuRs se basa en regular la excitabilidad neuronal y la liberacion de
neurotransmisores (Doherty and Dingledine, 2002) y se caracterizan por mediar respuestas
sinapticas mas lentas en comparacion a los iGluR.
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Figura 14. Estructura de los receptores de glutamato. a-b) Representacién de heterbmeros de los receptores
ionotrépicos AMPA / KA (a) y NMDAR (b). Cada subunidad consta de un domino amino-terminal (ATD) y un
dominio de unién al ligando (LBD) seguidos de cuatro dominios transmembrana y un extremo flexible carboxi-
terminal. El receptor de NMDA consta de un sitio de unién a glicina y, en estado inactivo, se encuentra bloqueado
por Mg®*. c) Las subunidades de los receptores metabotrépicos constan de un dominio de union al ligando, seguido
de siete dominios transmembrana y un extremo C-terminal intracelular que permite su asociacién a segundos
mensajeros.
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2.4.3. Excitabilidad neuronal y excitotoxicidad

La excitabilidad intrinseca de las neuronas

Una excitabilidad neuronal apropiada y una correcta transmision sinaptica son dos factores
clave para el buen funcionamiento del SNC (Kandel, 2000). La excitabilidad neuronal depende
de las condiciones en que se encuentra la célula en el momento de su estimulaciéon. En
situacion basal, el compartimento intracelular de la neurona se encuentra cargado
negativamente en relacion al espacio extracelular. Cuando los canales idnicos dependientes de
voltaje se abren permiten la difusidbn de iones entre ambos compartimentos, modificando el
potencial de membrana (Rutecki, 1992). Una neurona debe integrar las multiples sefales
excitatorias e inhibitorias que recibe de manera que si el sumatorio da lugar a una
despolarizacion por encima del umbral de voltaje, se generara el potencial de accion. Este
potencial, que se produce tras un breve influjo de Na* seguido de un eflujo de K, es el principal
mecanismo para la transmision sinptica entre neuronas. El nimero de potenciales de accion y
la forma de éstos determinaran la cantidad de calcio que entra al terminal presinaptico y la
eficacia de la transmision (ver (Berridge, 2012) para revision). Cualquier cambio en la
excitabilidad de la neurona dara lugar a cambios en su funcién.

Mecanismos de excitotoxicidad celular

El concepto de excitotoxicidad fue propuesto por el Dr. Olney en 1969 (Olney, 1969) para
referirse a los efectos toxicos derivados de una estimulacion excesiva o prolongada de los
receptores de glutamato por aminoacidos excitatorios (EAAs). Se considera uno de los
principales mecanismos de muerte celular en un gran nimero de enfermedades isquémicas y
neurodegenerativas que afectan al SNC (Dong et al., 2009, Mehta et al., 2013). A dia de hoy
se han realizado experimentos in vitro e in vivo de administracion de EAAs en el sistema
nervioso que han permitido esclarecer los multiples efectos adversos de la sobreestimulaciéon
glutamatérgica (ver (Dong et al., 2009, Wang and Qin, 2010) para revision).

La exposicion prolongada a glutamato produce el flujo excesivo de iones de calcio al espacio
intracelular y también a organelas sensibles como el RE o la mitocondria (Berliocchi et al.,
2005). Este incremento en la concentracién de Ca” lleva a la activacién mantenida de
proteasas dependientes de calcio (p.e. calpainas y caspasas) y quinasas (p.e. la proteina
quinasa A (PKA), la calcio calmodulina quinasa (CaMKIl), proteinas tirosina quinasa (PTK) o
MAPK) (Mehta et al., 2013). Estas quinasas inician una cascada de eventos que da lugar a la
activacion de vias de sefializacion (Finkbeiner and Greenberg, 1996, Wang and Qin, 2010)
(Aarts and Tymianski, 2004) y factores de transcripcion de genes de respuesta temprana (p.e.
proteina activadora-1 (AP-1)) implicados en procesos de muerte celular por necrosis, apoptosis
0 incluso autofagia (Martin et al., 1998, Wang and Qin, 2010). Estos eventos incluyen la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, la activaciéon de la via de las caspasas y el
incremento en la produccién de 6xido nitrico (NO) y radicales libres (Lafon-Cazal et al., 1993,
Yamauchi et al., 1998) (Figura 15).
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Las estrategias terapéuticas destinadas a reducir la excitotoxicidad mediante antagonistas de
los receptores o transportadores de glutamato han resultado ir asociados a gran cantidad de
efectos secundarios. En consecuencia, se estan investigando alternativas mas especificas
dirigidas a mecanismos concretos implicados en el desarrollo de la excitotoxicidad. Entre ellos
encontramos agentes antioxidantes, bloqueantes o neutralizantes del flujo de calcio intracelular
o bloqueantes de la sefializacién de muerte celular, entre otros (Meldrum, 2000).
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Figura 15. Mecanismo de excitotoxicidad. La sobreestimulacion de los
receptores de glutamato en el terminal postsinaptico da lugar a una cascada de
eventos que incrementan la concentracion de calcio intracelular. Los niveles
elevados de Ca** suponen la activacion de enzimas dependientes de este cation y
la consecuente activacion de vias de muerte celular por excitotoxicidad. Fuente:
(Mehta et al., 2013).

2.4.4. Funcion de PrP° en la sinapsis: antecedentes

Existen varias evidencias que sugieren que PrpP°® puede estar jugando un papel importante en
la sinapsis neuronal mediante la regulacion de los receptores de glutamato v,
consecuentemente, la regulacion de la excitabilidad neuronal. Las principales se resumen a
continuacion:

1. La degeneracion sinaptica es una de las principales caracteristicas neuropatolégicas de la
enfermedad priénica (Clinton et al., 1993).

2. PrP® se localiza en la sinapsis, formando parte de complejos de sefializacién junto a los
receptores y canales ibnicos de las membranas pre y post-sinapticas (Fournier et al.,
1995, Fournier et al., 2000, Moya et al., 2000, Fournier, 2008).

3. PrP°® es capaz de unir cobre a través de los octarepeats, lo que le involucra en el
mantenimiento del estado de oxidacion-reduccion y la homeostasis del Ca” en el terminal
sinaptico (Vassallo and Herms, 2003).
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4. Prp° participa en la liberacién de neurotransmisores en la sinapsis mediante su interacciéon
con proteinas asociadas como la sinapsina |Ib o la sinaptofisina (Keshet et al., 2000,
Spielhaupter and Schatzl, 2001).

5. PrPCes capaz de modular la actividad de diferentes tipos de receptores de glutamato. Se
ha descrito que PrP° puede estar regulando la expresién de subunidades de receptores
AMPA/KA (Rangel et al., 2007) ademas de interaccionar con la subunidad NR2D
(Khosravani et al., 2008), GIuR1/GIuR2 (Watt NT, 2012)) o mGIuR1/5 (Beraldo et al., 2011)
de los receptores de glutamato.

6. Tanto el raton Prnp-knockout como el Tg20 presentan defectos electrofisiolégicos en
potenciacién a largo plazo (LTP) y facilitacion sinaptica (Collinge et al., 1994, Maglio et al.,
2004, Rangel et al., 2009).

Todos estos indicios, la mayoria descritos a partir de estudios knockout in vivo e in vitro,
sugieren un papel importante de la proteina prionica celular en el mantenimiento de la funcion
sinaptica (Collinge et al., 1994, Brown, 2001). No hay que olvidar, que muchas de las otras
funciones asociadas a PrP°® (Figura 7), estan intimamente asociadas al rol sinaptico de la
proteina. Esto es debido a que PrPC, desde su ubicacion en membrana, concretamente en las
rafts lipidicos (Taylor and Hooper, 2006, Lewis and Hooper, 2011), actia como una proteina
transductora de sefales intracelulares a través de la modulacion de vias principales de
sefializacion (p.e. ERK1/2 o PI3K/AKT) (Hugel et al., 2004, Linden et al., 2008). Estas quinasas
reguladas por PrP® actuan a su vez sobre multiples dianas implicadas en gran diversidad de
procesos celulares, algunos de ellos esenciales durante el proceso de neurogénesis y posterior
formacion y mantenimiento de los circuitos neuronales. No sorprende, por lo tanto, que la falta
de PrP® en el animal Pnrp-knockout produzca alteraciones funcionales en aquellas estructuras
cerebrales en las que PrPC esta expresada de forma preferente, como es el hipocampo y otras
estructuras del sistema limbico. De ahi que PrP® se asocie a procesos de aprendizaje y
consolidacién de la memoria a corto y largo plazo (Criado et al., 2005) o al mantenimiento de
los ritmos circadianos y el patron del suefio (Tobler et al., 1996, Tobler et al., 1997, Huber et al.,
1999).

Funcién neuroprotectora de PrP®

Hemos mencionado anteriormente que alteraciones en la transmisién sinaptica y la
excitabilidad neuronal pueden dar lugar a muerte celular por excitotoxicidad. En consecuencia,
si asumimos que PrP® tiene un rol en el mantenimiento de la integridad sinaptica estamos
indirectamente asociando a esta proteina una funcidbn neuroprotectora en el organismo
(Chiarini et al., 2002, Roucou et al., 2003).

Una de las principales evidencias del rol neuroprotector de PrP® la encontramos en el raton
Prnp-knockout. Este animal transgénico carente de la proteina pridnica presenta una
susceptibilidad incrementada a estrés oxidativo (Brown et al., 2002) asi como a fendmenos de
excitotoxicidad derivados de tratamiento con agonistas de glutamato (p.e. KA (Walz et al.,
1999, Rangel et al., 2007) o NMDA (Khosravani et al., 2008)). Este fenotipo va acompafiado de
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una reorganizacion de la arquitectura neuronal del hipocampo (Colling et al., 1997, Steele et
al., 2007) para revision).

Dejando de lado la posible toxicidad de formas truncadas (Baumann et al., 2007, Li et al.,
2007a), transmembrana (Stewart et al., 2005) o citosolicas de PrP® (Ma et al., 2002), PrP® se
ha visto también involucrada en mecanismos de supervivencia neuronal, lo que complementa
las evidencias su funcién neuroprotectora.

Este rol en la supervivencia celular viene mediado por: i) su funcién antiapoptotica, suprimiendo
la muerte celular mediada por Bax (Proteina X asociada a Bcl-2) (Bounhar et al., 2001); ii) su
interaccion con la proteina inducible por estrés (STI1) (Lopes et al.,, 2005) iii) su papel
antioxidante (Brown and Besinger, 1998, Brown et al., 2002) o iv) la activaciéon de la quinasa
Fyn, asociada con mecanismos de supervivencia celular y proliferacién (Mouillet-Richard et al.,
2000), entre otros. Algunas de estas funciones seran detalladas en el apartado de discusion de
este trabajo.

Este rol neuroprotector de PrP°® sugiere que la disminucién de sus niveles enddgenos
observada en las prionopatias produce una disminucién de la neuroproteccion dependiente de
PrP° en el organismo. Tal y como propone la hipétesis de la pérdida de funcién, este hecho
puede ser una de las multiples causas que dan lugar al desarrollo de la patologia priénica (Hetz
et al., 2003).

2.4.5. Alteraciones en la excitabilidad neuronal: la epilepsia

Uno de los principales modelos experimentales utilizados en el estudio de la funcion
neuroprotectora de PrP® es la epilepsia del l6bulo temporal o TLE. Esta patologia, ha sido
reproducida tanto in vitro como in vivo, ya sea mediante la administracion de drogas
epileptogénicas como el acido kainico (KA), NMDA o la pilocarpina, o mediante una
estimulacién eléctrica prolongada del cerebro, conocida como kindling. Estos modelos suelen
reproducir el proceso fisiopatolégico en tres fases: una fase inicial de crisis aguda derivada del
dafio cerebral producido, seguido de un periodo de latencia con ausencia de crisis y seguido de
una fase crénica con presencia de crisis espontaneas recurrentes (Garcia Garcia et al., 2010)..

Actualmente, la TLE experimental también esta siendo de gran utilidad para entender el rol de
PrPCen la regulacion de la excitabilidad neuronal y la transmision sinaptica.

Introduccioén a la fisiopatologia de la epilepsia

Entre las enfermedades del SNC que cursan con excitotoxicidad encontramos la epilepsia, una
patologia cerebral caracterizada por la aparicién de episodios o crisis epilépticas repetitivas
resultantes de un desequilibrio entre los mecanismos excitatorios (transmision glutamatérgica)
e inhibitorios (transmisidbn gabaérgica) neuronales. Esta alteracion en la comunicacion
neuronal, ya sea por una excitaciébn excesiva o un déficit inhibitorio, resulta en descargas
excitatorias sincronizadas, prolongadas y desordenadas de una o mas poblaciones neuronales
(ver (Engel, 1996, Dalby and Mody, 2001) para revision).
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Desde un punto de vista clinico, se conocen mas de 40 tipos de epilepsia en los seres
humanos. Se considera que la susceptibilidad genética esta implicada al menos en un 30% de
ellas (epilepsias idiopaticas), con mutaciones descritas en varios genes, entre los que se
encuentra Prnp (Steinlein, 2004). El resto son epilepsias adquiridas (o0 epilepsias sintomaticas),
resultantes traumatismos cerebrales, tumores, enfermedades cerebro-vasculares, infecciones
del SNC o trastornos metabdlicos, entre otras (Delorenzo et al., 2005).

Hasta el momento, no se conocen con certeza los mecanismos y factores que transforman un
cerebro normal en epiléptico. Sin embargo, a nivel experimental, se ha propuesto la
participacion de los siguientes factores: i) alteracién de la actividad CaMKIl; ii) peroxidacion
lipidica y formacién de nitritos; iii) alteracion de los niveles de acetilcolina; iv) estrés oxidativo
en el hipocampo; v) cambios en el sistema histaminérgico; vi) reducciéon de neuropéptidos
anticonvulsivos endégenos e incremento de los convulsionantes y vii) pérdida de la inhibicion
de las sinapsis gabaérgicas y aceleraciéon de la internalizacion de los receptores GABA (acido
y-aminobutirico) (Wasterlain et al., 2002, Freitas et al., 2004, Freitas et al., 2005, Lintunen et
al., 2005, Singleton et al., 2005).

A nivel anatémico y celular, las regiones mas susceptibles a generar un foco epiléptico son
aquellas que estan altamente interconectadas, reguladas por interneuronas de caracter
inhibitorio, de citoarquitectura compleja y encargadas de procesar gran cantidad de
informacion. Asi, tanto el neocortex, el hipocampo o la amigdala se presentan como las
principales estructuras afectadas (Pastor et al., 2006).

El hipocampo como diana en los procesos epilépticos

Tanto desde el punto electrofisiolébgico como anatomopatolodgico, el hipocampo es la estructura
cerebral mas estudiada en la epilepsia del I6bulo temporal o TLE, que es la principal y mas
predominante causa de epilepsia focal adquirida (ver (Engel, 1996, Pastor et al., 2006, Ono and
Galanopoulou, 2012) para revision) (Figura 16).

La esclerosis es la alteracion mas tipica del hipocampo epiléptico, aunque existe cierta
controversia sobre si ésta es la causa de la actividad epiléptica o la consecuencia de episodios
epilépticos recurrentes. Se caracteriza por: i) una muerte neuronal extensa y gliosis
principalmente a nivel de las regiones CA3 y CA1, el hilus del giro dentado y las capas
superficiales de la corteza entorrinal (aunque también puede observarse en otros estratos del
hipocampo) vy ii) la reinervacion de la capa supragranular del giro dentado por las fibras
musgosas, favoreciendo la sincronizacién neuronal y amplificando las descargas resultantes de
una crisis epiléptica (Scharfman et al., 2003). Estos circuitos reinervados son de naturaleza
glutamatérgica y, segun se ha descrito, van acompariados de incrementos en las subunidades
NR1 y NR2 de los NMDARs (Mikuni et al., 2000) asi como de la subunidad KA1 de los KARs
(Hikiji et al., 1993), lo que sugiere una respuesta mayoritaria a través de estos receptores.
Igualmente, se han detectado alteraciones en los niveles de la subunidad GIuR2 del receptor
AMPA en la region CA3, que se asocian a una mayor permeabilidad de ca® (Friedman and
Veliskova, 1998).
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Hasta el dia de hoy, las investigaciones se han centrado en esclarecer el rol del giro dentado
en la fisiopatologia de la epilepsia, ya que esta estructura es la ruta obligada de entrada de las
descargas epilépticas al hipocampo a través del circuito trisinaptico (via perforante, fibras
musgosas Y fibras colaterales de Schaffer). Los resultados sugieren una alta reorganizacion
dinamica de los circuitos hipocampicos en estricta relacion con la epileptogénesis. Esta
remodelacion incluye la desconexién glutamatérgica de una poblacion de interneuronas del
hilus que origina una desinhibicion del giro dentado y la region CA3, causando la
hiperexcitabilidad de las células granulares y facilitando la generacion de descargas epilépticas
(Sloviter, 1992).

Postrhinal cortex

Perirhinal cortex /—‘

Neocortex <32

Dentate gyrus

Hippocampus
Lateral

+ entortinal

cortex

Schaffer

collaterals

Medial entorhinal

Mcssy
Commisural fibres Perforant

Parasubiculum
fibres pathway  Presubiculum

Figura 16. El hipocampo: estructura laminar y conexiones. a) Visualizacién de las neuronas y proyecciones del
hipocampo por combinaciéon de técnicas inmunohistoquimicas. Las células musgosas del hilus (h) se marcan en
verde por marcaje con calretinina. Sus dendritas hacen sinapsis con las células granulares del giro dentado (g) y
sus axones proyectan sobre la capa molecular interna (iml) formando la proyeccién comisural. En la capa
molecular externa (oml) termina, entre otras, la conexién procedente de la corteza entorrinal (via perforante). Los
cuerpos neuronales se marcan en azul (DAPI), y destacan la capa piramidal (sp) de la region CA1 y CA3 (células
piramidales) y la capa granular del giro dentado (g). Estas células granulares también se marcan por calbindina en
rojo, por lo que se muestran en este color sus dendritas, extendiéndose hacia la fisura hipocampica (hf), y sus
axones, las fibras musgosas, que atraviesan el hilus para contactar con las dendritas de las células piramidales de
la region CA3 en el estrato lucidum (sl). Estas dltimas dirigen sus axones ramificados a las neuronas de la region
CA1 (colaterales de Schaffer) b) Representacién esquematica de las conexiones intrinsecas del hipocampo: via
perforante, fibras musgosas, fibras colaterales de Schaffer y fibras comisurales. Adaptado de (Berridge, 2012) y
(Forster et al., 2006).

50 |



OBJETIVOS

0000000000






Objetivos

Hace ya varias décadas que PrP empez6 a ser objeto de estudio. El impacto social que caus6
la epidemia de EEB en los afios 70-80 situé esta proteina en el foco de atencién como principal
sospechosa y responsable del desarrollo de la enfermedad (Woolhouse and Anderson, 1997).
Esta patologia neurodegenerativa del SNC estaba resultando letal para el ganado, lo que
suponia no solo importantes pérdidas econdmicas sino también una alarma social considerable
al afectar la cadena alimentaria. La aparicién de casos relacionados en humanos asi como la
similitud ya descrita con otras enfermedades como CJD, GSS o IFF, hizo evidente la
necesidad de conocer y entender la fisiopatologia de las EETs (Aguzzi et al., 2001).

Desde entonces y hasta el dia de hoy, el camino no ha sido precisamente facil. El
descubrimiento del agente infeccioso por Stanley B. Prusiner (Prusiner, 1982) ya supuso una
revoluciéon per se. No solo se trataba de un agente de naturaleza proteica sino que, ademas, se
trataba de una proteina endbégena que adquiria patogenicidad como consecuencia de un
cambio conformacional. Por si fuese poco, esta proteina podia replicarse en el huésped a
expensas de la forma endogena, transmitirse por diferentes vias a otro organismo y propagar la
enfermedad.

La generacion de animales knockout para Prp°® (Bueler et al., 1992, Manson et al., 1994, Steele
et al., 2007) permitié dar un paso de gigante en la investigacion de las EETs al observar que la
transmisibilidad era totalmente dependiente de la presencia de la proteina endégena (Bueler et
al., 1993). Este hecho dejaba entrever que el mecanismo patogénico que se estaba buscando
era probablemente el resultado de la conversion de dos factores: 1) la pérdida de la funciéon
fisiologica de PrP® y 2) la neurotoxicidad derivada de la agregacion de PrP¢ en el SNC.
Basandose pues en las hipotesis de pérdida o ganancia de funcién, la investigacién sobre
PRPC se dividio en dos lineas, una centrada en la busqueda de la funcion fisiologica de PrP°® y
la otra en los mecanismos de infectividad y propagacion de PrPSC.

Desde hace varios afos, nuestro laboratorio ha utilizado diferentes modelos celulares y lineas
de ratones transgénicos para estudiar el rol fisiologico de PrP durante el desarrollo y en el
organismo adulto (Bribian et al., 2012), asi como su relacibn con otras enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (Gavin et al., 2008). En el momento de iniciar este
trabajo, ya existian evidencias de un posible rol de PrP® en la regulacion de mecanismos de
proliferacion y diferenciacion celular (Steele et al., 2006, Liang et al., 2007, Morel et al., 2008)
asi como un papel citoprotector ante estimulos excitotoxicos (Rangel et al., 2007). Sin
embargo, el cobmo PrP°© podia regular estos procesos celulares todavia era una cuestion sin
responder.

En base a estos hechos, el principal objetivo planteado en esta Tesis Doctoral fue el de
determinar los mecanismos moleculares mediante los cuales PrP°® podia estar ejerciendo
una funcién neuroprotectora y reguladora del ciclo celular.

Alcanzar este objetivo implicaba dirigir o enfocar nuestra linea de investigacion a objetivos mas
especificos, los cuales se indican a continuacion:
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Objetivo 1.

Objetivo 2.

Objetivo 3.

Objetivo 4.

Objetivo 5.
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Analizar los resultados de perfil de expresidon génica descritos en
diferentes modelos celulares y animales para determinar la implicacion de
PrP en diferentes procesos fisiologicos.

Estudiar los cambios en proliferacion y progresion del ciclo celular en
una linea de neuroblastoma (N2a) modificada para la expresién transitoria
de PrP°.

Identificar alteraciones en la morfologia celular asociados a la
sobreexpresién o silenciamiento de la proteina priénica celular.

Profundizar en el rol de PrP® como regulador de la transmision
sinaptica y la excitabilidad neuronal mediante modelos in vivo de
epilepsia del I6bulo temporal (TLE).

Describir los mecanismos moleculares mediante los cuales PrP°® ejerce
un papel neuroprotector frente a excitotoxicidad por kainato (KA).
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Resultados

La presente Tesis Doctoral, titulada “La proteina priénica celular: analisis de su funcion
neuroprotectora y reguladora del ciclo celular’, se presenta como un compendio de las
siguientes publicaciones:

Capitulo |

Franc Llorens, Patricia Carulla, Ana Villa, Juan M. Torres, Puri Fortes, Isidre Ferrer y José
Antonio del Rio. PrP¢ regulates epidermal growth factor receptor function and cell shape
dynamics in Neuro2a cells.

Manuscrito publicado en The Journal of Neurochemistry, 2013 May 2. Doi:10.1111/jnc. 12283.
[Epub ahead of print]

Capitulo I

Patricia Carulla, Ana Bribian, Alejandra Rangel, Rosalina Gavin, Isidro Ferrer, Carme Caelles,
José Antonio del Rio y Franc Llorens. Neuroprotective role of PrP°¢ against kainate-induced
epileptic seizures and cell death depends on the modulation of JNK3 activation by
GluR6/7-PSD-95 binding. Mol Biol Cell. 2011 September 1; 22(17): 3041-3054.

Manuscrito publicado en Molecular Biology of the Cell, 2011 September 1; 22(17): 3041-3054.
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PrP¢ regula la funcion del receptor del factor de crecimiento epidérmico

(EGFR) y la morfologia celular en células Neuro2a.

Franc Llorens*, Patricia Carulla*, Ana Villa, Juan M. Torres, Puri Fortes, Isidre Ferrer & José A.
del Rio

Resumen:

La conversion de la forma endégena de la proteina pridnica celular (PrPC) a su forma patdgena
(PrPSC) supone el evento principal responsable del desarrollo de las prionopatias. Aunque la
participacion de PrPSC en estas enfermedades ha sido estudiada extensamente, existe cierta
controversia sobre el papel fisiol6gico que lleva a cabo la proteina sana en el organismo. Hasta
el dia de hoy, esta glicoproteina ha sido involucrada en mudltiples procesos celulares por su
interacciéon con proteinas de membrana y la consecuente regulacibn de complejos de
sefalizacion intracelular. Sin embargo es poca y dispar la informaciéon disponible sobre los
cambios en expresion génica derivados de la accion de PrP°, ya sea a partir de modelos
celulares o animales.

En este trabajo presentamos el perfil de expresiéon génica PrPC-dependiente en células N2a y la
participacion de esta proteina en las principales funciones celulares representadas: i) ciclo
celular, ii) crecimiento celular y proliferacién vy iii) mantenimiento de la morfologia celular.
Hemos observado que la sobreexpresion de PrP° en este tipo celular actia positivamente
sobre el proceso de proliferacion y favorece la entrada en ciclo celular tras la estimulacion con
suero. Por lo contrario, el silenciamiento de PrP° enlentece la progresion a lo largo del ciclo.
Nuestros resultados indican que estos efectos son derivados de la accion reguladora de PrP°
sobre las vias de sefalizacion MAPK y AKT tanto en células asincrénicas como tras
estimulacién mitogénica.

También hemos demostrado que esta regulacién estd mediada, en parte, por la interaccién de
PrP® con el receptor de EGF (EGFR) en la membrana plasmatica, donde ambas proteinas
constituyen un complejo multimérico.

Finalmente, PrP® también ejerce un rol modulador de la morfologia celular, pues su
sobreexpresion en células N2a produce un incremento en el namero de filopodios. La
formacion de estas estructuras es consecuencia de la accion de PrP sobre el citoesqueleto de
actina mediante la regulacién de las Rho GTPAsas, concretamente a través de la activacién de
la via AKT-Cdc42-N-WASP.

Referencia:

Llorens F, Carulla P, Villa A, Torres JM, Fortes P, Ferrer I, Del Rio JA (2013a) PrP regulates epidermal growth factor
receptor function and cell shape dynamics in NeuroZ2a cells. Journal of neurochemistry [Epub ahead of print].
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Abstract

The prion protein (PrP) plays a key role in prion disease
pathogenesis. Although the misfolded and pathologic variant
of this protein (PrPSC) has been studied in depth, the
physiological role of PrP® remains elusive and controversial.
PrPC is a cell-surface glycoprotein involved in multiple cellular
functions at the plasma membrane, where it interacts with a
myriad of partners and regulates several intracellular signal
transduction cascades. However, little is known about the
gene expression changes modulated by PrP® in animals and
in cellular models. In this article, we present PrPC-dependent
gene expression signature in N2a cells and its implication in
the most overrepresented functions: cell cycle, cell growth and
proliferation, and maintenance of cell shape. PrP® over-
expression enhances cell proliferation and cell cycle

The normal, cellular isoform of the prion protein, PrPC. is a
highly conserved glycoprotein tethered to the cell membrane
by a glycosyl phosphatidyl inositol anchor (GPI) (see Linden
et al. 2008; Aguzzi et al. 2008 for review). Expression of Prp©
is required for prion propagation, since deletion of the Prap
gene in mice, specifically in neurons, entails complete
protection against scrapie infection (Bueler et al. 1993). Many
efforts have been made to increase knowledge of PiP*C the
misfolded and pathogenic form of PrP®, and to determine the
molecular mechanisms by which the prion may promote the
misfolding of more protein into PiPSC. However, understand-
ing the physiological role of PrP€ remains a challenging issue,
because of the many roles described for it (Linden et al. 2008).
It has been reported that prp© plays a role in several cellular

re-entrance after serum stimulation, while PrP® silencing
slows down cell cycle progression. In addition, MAP kinase
and protein kinase B (AKT) pathway activation are under the
regulation of PrP® in asynchronous cells and following
mitogenic stimulation. These effects are due in part to the
modulation of epidermal growth factor receptor (EGFR) by
PrPC in the plasma membrane, where the two proteins interact
in a multimeric complex. We also describe how PrP® over-
expression modulates filopodia formation by Rho GTPase
regulation mainly in an AKT-Cdc42-N-WASP-dependent path-
way.

Keywords: cell signaling, cellular prion protein, filopodia,
gene expression, microarray, proliferation.

J. Neurochem. (2013) 10.1111/jnc.12283

processes, including proliferation and cell-cell adhesion
(Aguzzi et al. 2008; Linden et al. 2008). Moreover, PrP€
has been found to be a copper-binding protein (Brown et al.
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1997), which reveals new physiological functions as an
antioxidant and in cell homeostasis (Viles et al. 2008).
Several lines of research point to a role in neuroprotection
against a wide range of insults, such as excitotoxicity and
serum starvation (Llorens and Del Rio 2012).

Studies using various mouse models have demonstrated
the pleiotropic phenotype of the Prap gene that extends
from changes in gene expression profiles to particular
cellular functions (Steele et al. 2007: Rangel ef al. 2009;
Benvegnu ef al. 2011). In fact, Prap ’~ mice present
cognitive deficits, depressive-like behavior. anxiety-related
disorders and alterations i circadian activity (Steele et al.
2007). In contrast, Prap-over-expressing mice present some
deficiencies, such as cell degeneration in the PNS and CNS
at more advanced stages (Weslaway et al. 1994) but without
the age-related behavioral impairments observed in knock-
out mice, some immunological defects (Jouvin-Marche
et al. 2006), and enhanced synaptic facilitation (Rangel
et al. 2009). In addition, data obtained from mice expressing
¢GFP under the Prap promoter (Bailly et al 2004:
Barmada et al. 2004) as well as Pmp-over-expressing mice
(Westaway et al. 1994) showed some differences in PP
expression. This reinforces the idea that Pmp expression can
be modulated in specific cells by a highly regulated process
during development and adult life (Benvegnu et al. 2011).
To gain insight into the molecular mechanisms under the
control of PrP® expression. multiple gene expression
approaches have been camried out in transgenic Prup mice
(Rangel et al. 2009: Chadi et al. 2010: Benvegnu et al.
2011) and in neuronal and non-neuronal stably transfected
cell lines (Satoh et al. 2000: Satoh and Yamamura 2004). In
these studies, there was no coincidence in gene regulation
data, and there was a lack of shared signaling pathways
over-represented by gene expression changes. This rein-
forces the notion that the role of PrP® may depend on the
cell type and its environment.

In parallel, a lack of knowledge about the events triggered by
PrPC in baseline conditions and its expression changes in
physiological conditions hinders understanding of the molec-
ular mechanisms under its regulation. Several signaling
pathways have been implicated in the transmission of the
effects downstream from PrP<, mainly through its interaction
with extracellular partners (Santuccione et al. 2005; Santos
et al. 2011) and neurotransmitter receptors ( Khosravan er al.
2008; Carulla et al. 2011). Indeed, it is suggested that PrP©
may be located in specialized membrane environments such as
lipid rafts (Harmey et al. 1995; Taylor and Hooper 2006;
Lewis and Hooper 201 1) and in post-synaptic density (Carulla
et al. 2011) forming multimeric complexes with several
mteracting pariners involved in multiple cellular functions.
In this regard, Prp© clustering, as a model of PrP€-mediated
signaling, modulates the downstream activation of Fyn-ERK1/
2 and protein kinase B (AKT) pathways (Mouillet-Richard
et al. 2000; Santuccione et al. 2005; Tom et al. 2006).

In this study. we analyzed the PrPC—dcpencIcm gene
expression signature of neuroblastoma (N2a) cells after
transient acute up-regulation and down-regulation of PrPC.
To functionally validate the transcriptomic approach, we
analyzed the implication of PrP¢ expression in two of the
molecular functions over-represented in our gene expression
analysis: cell growth and proliferation, and cell shape
maintenance. Finally, to evaluate the molecular mechanisms
regulated by PrPC, we examined the activation of ERK1/2
and AKT signaling pathways and the role of PP in
epidermal growth factor/epidermal growth factor receptor
(EGF/EGFR)-dependent mitogenic stimulation and neurite
formation in an AKT-Cdc42-N-WASP-dependent pathway.

Materials and methods

Reagents and antibodies

EGF, cytochalasin D, and wortmannin were from Sigma (Poole,
UK). Cycloheximide, anti-cyclin DI, anti-SNAP25, anti-p-EGFR
(Tyr1173), total anti-ERK, anti-p-p44/42 MAPK(Erk1/2)(Thr202/
Tyr204), anti-p-AKT-1(Ser473), anti-PARP, anti-Grb2, and anti-p-
Src(Tyr416) were from Cell Signalling (Beverly, MA, USA). Ant-
cyclin E, anti-Cdk2, anti-Egrl, anti-p-Elk1(Ser383).and anti-AKT
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), anti-
Gap43, anti-actin, and anti-tubulin were from Millipore (Billerica,
MA. USA) and anti-c-fos was from Calbiochem (Darmstadt,
Germany). Anti-PrP-SAF61 (immunoprecipitation/immunofluores-
cence/PrP® clustering) was from Spi-Bio&Cayman Chemical
(Massy Cedex. France) and anti-PrP-6H4 (western blot) was from
Prionics (Schlieren, Switzerland). Anti-Ki67-MM1 was from Novo-
castra (Newcastle-upon-Tyne, UK). Anti-Flotilin-1 was from BD
Bioscience (San Diego. CA, USA).

Cell culture and treatments

PrPC siRNA used for prion silencing and the Scramble siRNA
sequence used as a control were obtained from (Daude er al. 2003)
and were synthesized by Dharmacon (Lafayette, LA, USA).
pcDNA3.1-PrPC and pcDNA3.1-PrP-AF35 were kind gifts from
Prof. D. Harris (Boston University) and Prof. A. Aguzzi (University
Hospital of Zurich). N2a (N2a) and SK-N-SH (SK) neuroblastoma
cell lines with low PrP® expression levels were grown at 37°C, 5.5%
CO, in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supple-
mented with 4.5 g/L glucose, 10% fetal bovine serum (FBS), and
antibiotics (all from Invitrogen-Life Technologies, Barcelona,
Spain).

For siRNA transfection, cells were plated at 0.25 x 10° cells/mL
and transfected the next day using Lipofectamine 2000 reagent in
Optimem™ medium, following the manufacturer's instructions
(Invitrogen-Life Technologies). Four hours after transfection, cells
were washed and the medium was replaced with DMEM containing
10% FBS. PrP© up-regulation and down-regulation was checked by
western blot analysis and RT-gPCR. For serum restimulation
experiments, the day after transfections cells were serum-starved
for 24 h and restimulated with medium containing 10% FBS or EGF
(150 ng/puL) for the indicated times.

For N2a differentiation analysis, transfected cells were serum-
starved for 24 h and fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min at
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20°C. Coverslips were processed for immunofluorescence assays, as
indicated.

Cell proliferation analysis

The proliferation of N2a cells was analyzed using the colorimetric
WST-1 assay (Roche, Mannheim, Germany) and Ki67 labeling.
WST-1 ((4-[3-(4-lodophenyl)-2H-5-tetrazolio) |-1,3-benzene-disulf-
onate) is cleaved to formazan salts, which are soluble in the culture
medium and analyzable in a PowerWave™ XS Microplate spectro-
photometer (Biotek® Instruments, Inc., Winooski, CA, USA). Ki67
analysis was carried out using the Ki67-MM1 monoclonal antibody,
which recognizes the Ki67 antigen that is only present during active
phases of the cell cycle and absent in GO.

Microarray analysis

Total RNA for the microarray analysis was quantified with a
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer, followed by quality assess-
ment with the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA., USA), according to the manufacturer’s instructions. Acceptable
quality values were in the 1.8-2.2 range for A260/A280 ratios, > 0.9
for the rRNA ratio (28S/185) and > 8.0 for RIN (RNA Integrity
Number). Biotinylated cRNA was prepared using the Illumina RNA
Amplification Kit (Ambion, Austin, TX, USA), according to the
manufacturer’s instructions, starting with 200 ng total RNA from
each sample. cRNA was purified and each sample was hybridized on
Iumina mouse-6 v1.1 expression bead chips, following the
manufacturer’s instructions. After 16 h of hybridization, the arrays
were washed, dried, stained with Cy3-Streptavidin, and scanned
using Illumina BeadScan software on the Illumina BeadArray
scanning system (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA). The raw
data were summarized per probe using BeadStudio Gene Expression
software, and the summary data file was processed using the Lumi
package (Du et al. 2008), developed within the Bioconductor
project in the R statistical programming environment (Gentleman
et al. 2004). Data were normalized using robust spline normaliza-
tion (RSN) and variance stabilizing transformation (VST) methods.
The log, intensities were media-centered and log ratios were
computed as differences in log, intensities for each probe. Whole
genome expression data results were filtered, with criteria selection
of a 1.2- or 1.5-fold change, as indicated, and a Q-value of less than
5%.

Network and pathway analysis

Ingenuity pathway analysis 3.1 software (IPA; Ingenuity Systems,
Redwood City, CA, USA) was used to evaluate the functional
significance of PrP-induced gene profiles. Specified lists of genes
identified by RankProd as being affected by PrP€ expression were
used for the network generation and pathway analyses implemented
in IPA tools. HUGO official gene symbols for the selected gene lists
were uploaded into the TPA suite, and were then mapped to the
Ingenuity Pathway Knowledge Base. The so-called focus genes
were then used to generate biological networks. A score was
calculated for each network, according to the fit of the original set of
significant genes. This score reflects the negative logarithm of the
p-value, which indicates the likelihood of the focus genes in a
network being found together by random chance. The significance
for biological functions was then assigned to each network by
determining a p-value for the enrichment of the genes in the network
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for such functions, compared with the whole Ingenuity Pathway
Knowledge Base as a reference set.

RT-gPCR

RT-qPCR was performed on total RNA extracted from N2a cells
with the miRVana isolation kit (Ambion). Purified RNAs were used
to generate the comresponding ¢DNAs, which served as PCR
templates for the mRNA quantification. The primers used in this
study for RT-qPCR validation are given in Figure S7. PCR
amplification and detection were performed with the Roche
LightCycler 480 detector, using 2x SYBR Green Master Mix
(Roche, Barcelona, Spain) as a reagent, following the manufac-
turer’s instructions. The reaction profile was as follows: denatur-
ation—activation cycle (95°C for 10 min) followed by 40 cycles of
denaturation—annealing—extension (95°C, 10 min; 72°C, 1 min;
98°C, continuous). mRNA levels were calculated using the Light-
Cycler 480 software (Roche). The data were analyzed 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 with
the relative expression of a housekeeping gene [glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH)].

Western blotting

N2a cells were lysed with ice-cold lysis buffer — 50 mM Tris-HCI,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% (wt/vol) Triton X-100, 0.5% (wt/vol)
Nonidet P-40 (IGEPAL; Sigma), glycerol 10%, 1 mM EDTA,
I mM EGTA, and protease and phosphatase inhibitors — and
centrifuged at 15 000 g for 20 min. After protein quantification,
samples were boiled in Laemmli sample buffer at 100°C for 5 min,
followed by 8-15% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) electrophoresis. They were then
electrotransferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes
(Millipore) and processed for immunoblotting with the ECL Plus kit
(Amersham-Pharmacia Biotech, GE Healthcare Bio-Sciences, Pis-
cataway, NJ, USA).

Immunoprecipitation

N2a cells were lysed with ice-cold lysis buffer — 50 mM Tris-HCI,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% (wt/vol) Triton X-100, 0.5% (wt/vol)
Nonidet P-40 (IGEPAL; Sigma), glycerol 10%, 1 mM EDTA,
I mM EGTA, and protease and phosphatase inhibitors — and
centrifuged at 15 000 g for 20 min. A total of 1 mg of protein
extract was mixed with 10 pL of protein A/G-Sepharose (Sigma)
previously equilibrated with lysis buffer for 2 h (pre-clearing).
Samples were centrifuged, and the supernatant was mixed with the
indicated immunoprecipitation antibodies plus 10 pL of protein A/
G-Sepharose overnight at 4°C. The immunocomplexes were
washed in lysis buffer three times and once in lysis buffer plus
0.25 M NaCl. Proteins attached to Sepharose beads were eluted with
SDS-PAGE sample buffer, subjected to SDS-PAGE, transferred to
PVDF membranes and probed with the indicated antibodies.

FACS analysis

Subconfluent N2a cells were harvested 24 or 48 h after transfection.
Briefly, cells were washed with ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS), trypsinized, centrifuged, and pellet washed in PBS. Cells
were re-suspended in 0.5 mL of PBS, added to 4.5 mL of 70%
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cold-ethanol and kept at —20°C until analysis. Cells were centri-
fuged for 5 min at 200 g, washed once in PBS and centrifuged
again. The pellet was re-suspended in 1 mL of propidium iodide/
Triton X-100/RNAsa solution [Triton 0.1% (Sigma), 0.2 mg/mL
RNAsa A DNAsa free (Sigma) and 0.02 mg/mL (Molecular Probes,
Life Technologies) in PBS]. Samples were processed using a
Beckman Coulter Epics XL flow cytometer and analyzed with
Summitv4.3 software (Brea, CA, USA). The proliferative index (PI)
was determined as the [(S§ + G2)/(S + G2 + G1)] value.

Immunofluorescence

For the immunocytochemistry assays on cell cultures. N2a cells were
grown on glass coverslips, and transfected as described above. At the
indicated times, cells were rinsed twice with cold PBS and fixed with
paraformaldehyde 4% for 10 min at 20°C. After 1 h of blocking with
10% FBS-PBS-0.2% gelatin, coverslips were incubated overnight at
4°C with indicated antibodies in 10% FBS-PBS-0.2% gelatin.
Successive washes with 1% FBS-PBS-0.2% gelatin were carried out
to reduce non-specific reactivity and were followed by 45 min
incubation with Alexa Fluor-488 secondary antibodies (Molecular
Probes) in 109% FBS-PBS-0.2% gelatin. Cells were washed in 10%
FBS-PBS-0.2% gelatin. They were then mounted on coverslips with
Vectashield containing 150 ng/mL Hoechst and analyzed on a
LEICA DMR microscope (LEICA, Wetzlar, Germany).

Lipid raft isolation

Lipid raft isolation was performed as described in (Macdonald and
Pike 2005). N2a cells were scraped in PBS, centrifuged at 250 g for
5 min at 4°C and re-suspended in 500 mM sodium carbonate, pH
11.0 containing protease and phosphatase inhibitors. Cells were
lysed using a Dounce homogenizer (20 strokes) followed by 10
passages through a 27-gauge needle. The sample was mixed with an
equal volume of 90% sucrose in MES buffer (25 mM MES, pH 6.5,
150 mM NaCl). It was placed at the bottom of a centrifuge tube and
followed by 35% and 5% sucrose layers. The gradient was
centrifuged at 175 000 g for 20 h. It was then divided into twelve
fractions and processed for western blot.

Results

PrPc-dependent gene expression signature in N2a cells

N2a cells were selected for their endogenous expression of
PrPC and their potential prion infectivity (e.g.. Chesebro
et al. 1993) compared Lo other cell lines. Global transcrip-
tional profiling was used to obtain a snapshot of the state of
N2a cells with endogenous low levels of PrP° 24 h after
ectopic silencing and over-expression of PrP®. The modu-
lation of PrP© expression levels was confirmed by RT-gPCR
(siRNA-PrP/Scramble = —3.66-fold decrease and pcDNA-
PrP“/pcDNA = 34.91-fold increase) (Figure S1). PrP< levels
returned to the initial endogenous expression around 84-96 h
post-transfection (data not shown). To evaluate the genes
whose transcription was regulated, three sets of experiments
were analyzed. RNA was extracted and hybridized on
[Mlumina Sentrix 6 mouse v2 bead arrays. Normalized and
raw data from these experiments are accessible in the GEO
database http://www.nchi.nlm.nih.gov/geo/ under accession

number GSE38887. We used significance analysis of
microarray software (SAM) to identify genes differentially
expressed in the two treatments (siRNA-PrPS/Scramble and
pcDNA-PrPC/pcDNA). Using a 1.5-fold change threshold
and a false discovery rate al 5%, we found 259 and 357
mapped IDs, regulated as a consequence of PrP® silencing
and over-expression, respectively (Figure S2). IPA identified
the set of molecular functions that were overrepresented in
our experiments by integrating gene expression profiles using
gene ontology (GO). The top molecular function overrepre-
sented in both treatments was cell cycle, although cell growth
and proliferation also appeared among the top five (Table 1).
A set of 27 genes was analyzed that represent key molecules
in terms of the respective molecular functions overrepre-
sented in the IPA analysis. Data on these genes were
validated by RT-qPCR on the same samples used in the
microarray experiments. Results for the 27 analyzed genes
were concordant with the microarray results, which included
genes involved in cell cycle and proliferation, differentiation.
neurite outgrowth, and intracellular trafficking, among other

Table 1 Functional analysis of differentially expressed PrPS-depen-
dent genes in N2a cells

SIANA-PrP versus Scramble (259 Mapped IDs)
Molecular and cellular functions

Name p-value # Molecules
2.45E-06 - 4.01 E-02 33

3.00E-06 — 4.01 E-02 42

Cell cycle

Cellular assembly
and organization

Cell morphology

Molecular transport

1.52E-05 - 4.01 E-02 30
4.57E-05 — 3.53E-02 24

Protein trafficking 4.57E-05 — 1.35E-02 14

Associated network functions

Name Score

Cellular assembly and organization, cellular 45
function and maintenance

Cell morphology, nervous system development 42
and function

PcDNA-PrP versus pcDNA (357 Mapped IDs)

Molecular and cellular functions

Name p-value # Molecules

Cell cycle 1.41E-07 — 1.60E-02 46

Cell death 5.66E-07 — 1.60E-02 84

2.64E-05 - 1.16E-02 589
3.90E-05 — 1.56E-02 89

Gene expression
Cellular growth and
proliferation

DNA replication, 1.34E-04 - 1.60E-02 42
recombination, and repair

Associated network functions

Name Score

Cell cycle, cellular growth and proliferation, cellular 43
movement

RNA post-transcriptional medification, cell cycle, 43

cell morphology
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functions. Most of these genes showed an inverse correlation
between their expression and PrPC levels (Table 2). Cyclin
D1, Cyclin E, Cdk2, Egrl. c-fos, Gap43., and SNAP25 were
also validated at protein level by western blot. Although
proteins had lower fold changes than those observed for
mRNA, they were also regulated in a PrPC-c-xprcssinn-
dependent manner that resembled the gene expression pattern
(Figure S3).

Prp© requlates cell cycle and proliferation in N2a cells
WST-1 assay was used to evaluate the direct effects of PrP¢
expression on N2a proliferation. Down-regulation of prp©
inhibited cell proliferation in asynchronous and serum-
restimulated  cells. In  contrast, PrPS-ransfected  cells
increased proliferation in both experimental conditions
(Fig. la). Next, we examined the cell cycle at 24 and 48 h
after serum restimulation in serum-starved cells, using FACS
analysis. The PI indicated that Prp€ silencing inhibited cell
cycle progression (Scramble PI = 0.39 £ 0.04 vs. siRNA-
PrPC PI = 0.27 £ 0.02, mean + SEM), while PrP over-
expression slightly enhanced G1 entrance and progress
throughout the cell cycle (pcDNA PI = 0.40 4 0.03 vs.
pc[)NA—PrPC PI=0.46 £ 0.04, mean = SEM) (Fig. 1b).
In parallel, we used Ki67 immunostaining to study the role of
PrPC in cell cycle re-entrance alfter serum stimulation. Serum-
starved N2a cells (0% FBS-Control) lacked Ki67 labeling
(Fig. lc). After 6 h of serum stimulation (10% FBS) in
Scramble and pcDNA transfected cells. numerous Ki67+
cells were observed. PrP€ silencing decreased the number of
Ki67+ cells, while PrP -transfected cells had higher Ki67
expression (Fig. lc). Since regulation of PrP© expression has
been implicated in some apoptotic mechanisms, we next
analyzed whether the decrease in cell number observed after
a PrP® decrease was related with increased cell death. This
hypothesis was ruled out because of a lack of poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP) cleavage. which is a marker for
apoplotic processes, by western blot (Fig. 1d). In addition,
the octapeptide region and the central domain of Prp*© play a
key role in PrPC—dependcnl proliferation, since their deletion
using over-expression of the F35 truncated form (A33-134)
(Shmerling et al. 1998) abolished the enhanced proliferation
caused by Prap overexpression (Fig. le). Thus, all prolifer-
ative analysis methods supported the conclusion that PrP©
down-regulation reduces cell growth and proliferation, while
increased PrP© expression promotes proliferation and cell
cycle progression in N2a cells.

ERK1/2 and AKT signal pathways are regulated by Prp©
expression

Changes in Prp© expression may mediate changes in the
activation state of AKT and ERKI1/2 signal pathways in
specific tissues and cell lines and under specific effectors
(Schmalzbauer et al. 2008; Carulla et al. 2011). Since both
pathways are critical for proliferative and differentiation
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processes in neuroblastoma cell lines, and both cellular
functions are altered in our model after modulation of PrP€
expression, we examined whether these kinase pathways are
regulated in non-synchronous N2a cells and after serum
restimulation conditions. Densitometry values of p-antibody/
total antibody indicated that in non-synchronous PrPC-
silenced cells, ERK1/2 and AKT activity was markedly
decreased. In contrast, p-ERK1/2 remained unaltered while
p-AKT was significantly increased after PrPS over-expres-
sion (Fig. 2a). Downstream effectors of ERKI1/2, p-Elk-1
levels, resembled ERK1/2 activation, indicating that the
effect was transmitted downstream (Fig. 2a). In agreement
with these results, we also observed a marked decrease in
ERK1/2 phosphorylation afier prp© silencing in the SK-N-
SH neuroblastoma cell line and a marginal effect when PrP€
was over-expressed (Figure S4). This suggests a common
PrPS-dependent regulating mechanism in neuroblastoma cell
lines. Since some of the physiological effects after acute
regulation of Prp© expression were also observed after serum
restimulation of synchronized cells, we analyzed the activa-
tion kinetics of ERKI1/2 and AKT under these conditions.
ERKI1/2 presented activation peaks at 5 min, | h, and 24 h
after serum stimulation, while AKT presented a smooth
activation peak starting at 30-min post-serum stimulation and
decreasing at 24 h. Prp¢ silencing induced a reduction in
ERKI1/2 activation at 6 h and 24 h after serum stimulation,
without affecting earlier times. PrP® silencing decreased
AKT phosphorylation. However. in contrast o ERKI1/2
activation, this inhibition appeared shortly after 30 min
following serum stimulation (Fig. 2b). In these conditions,
Egrl expression and p-Elk-1 levels were also down-regulated
after serum restimulation, which resembles the effects on
ERK and AKT activation (Fig. 2¢). When PrPC was over-
expressed in the same cellular conditions, we observed
marginal effects on ERK1/2 phosphorylation, while an
increase in p-AKT was observed at 6 h and 24 h alier serum
restimulation (Fig. 2d).

Plasma membrane PrP® is required for ERK1/2 regulation

PrP€ is an N-linked glycoprotein attached to the cell surface
by a GPI anchor. Besides its plasma membrane location,
PrPC has been described in endosomes via a high turnover,
clathnin-dependent mechanism. Moreover, PrP® has been
observed in rough endoplasmic reticulum and Golgi, prob-
ably by internalization from non-raft domains (Harris 2003).
Indeed, in N2a cells, PrP¢ labeling can be observed both in
plasma membranes and in perinuclear/reticular compartments
(data not shown). PrP¢ silencing causes a decrease in both
cellular fractions, indicating a constant Prp© trafficking
between reticule and membrane. To establish which PrP©
fraction is responsible for the effects over the ERKI1/2
pathway, we used the ability of some monoclonal anti-PrP¢
antibodies to cluster PrP® into the cell membrane (Mouillet-
Richard er al. 2000). PrP© clustering and aggregation
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Table 2 Experimental validation of microarray data by RT-qPCR

Gene Gene name Condition Array RT-gPCR Function
cend| Cyclin D1 siRNA-PrP/Scramble —-1.30 —1.61 Regulation of cell cycle: G1 transition
pcDNA-PrP/peDNA 123 151
cene2 Cyclin E2 siRNA-PrP/Scramble 174 224 Regulation of cell cycle: G1 transition
pcDNA-PrP/pcDNA -2.23 -213
Cdkn2a  Cyclin-dependent kinase siRNA-PrP/Scramble —-1.30 -1.22 Regulation of cell cycle: G1 progression
inhibitor 2A pcDNA-PrP /jpcDNA 1.70 547
Cdk2 Cyclin-dependent kinase 2 siRNA-PrP/Scramble 1.50 1.60 Regulation of cell cycle: G1/S transition
pcDNA-PrP/pcDNA -1.500 -3.10
Egrt Early growth response 1 siRNA-PrP/Scramble -1.91 -1.36 Regulation of mitogenesis & differentiation
pcDNA-PrP/pcDNA 1.86 1.93
Insigl Insulin-induced gene 1 siRNA-PrP/Scramble 168 254 Regulation of cell cycle: GO/G1 fransition &
pcDNA-PrP/pcDNA -1.64 252 cholesterol biosynthesis
Txnip Thioredoxin interacting siRNA-PrP/Scramble -2.06 -2.47 Regulation of cell cycle: GO/G1 transition &
protein pcDNA-PrP/pcDNA 210 1.79 oxidative stress mediator
Appbpl  Amyloid beta precursor siRNA-PrP/Scramble 1.02 1.09 Regulation of cell cycle: S/M progression & apoptosis
protein binding 1 pcDNA-PrP/pcDNA —1.45 252
ATF3 Activating transcription factor 3 siRNA-PrP/Scramble —-1.10 —1.18 Regulation of cell cycle & cell death
pcDNA-PrP/pcDNA 161 1.47
AurkB Aurora kinase B siRNA-PrP/Scramble 187 3.19 Regulation of cell cycle: M progression and
pcDNA-PrP/pcDNA -1.72 -238 completion
Akap12 A kinase (PRKA) anchor siRNA-PrP/Scramble 1.21 2.04 Cell growth
protein 12 pcDNA-PrP/pcDNA -1.30 -1.24
c-fos FBJ murine osteosarcoma siRNA-PrP/Scramble —1.10 1.20 Cell proliferation, differentiation & apoptosis
viral oncogene homotog pcDNA-PrP/pcDNA 1.71 1.30
Idb2 Inhibitor of DNA binding 2 siRNA-PrP/Scramble 1.00 1.18 Negatively regulator of cell differentiation
pcDNA-PrP/pcDNA 200 2.16
Gap43 Growth-associated protein 43 siRNA-PrP/Scramble 3.96 8.09 Regulation of neuronal growth cones during
pcDNA-PrP/pcDNA -1.29 -—-1.21 development and axonal regeneration
Nm1 Neuritin 1 siRNA-PrP/Scramble 1.40 2.00 Regulation of neurite outgrowth and arborization
pcDNA-PrP/pcDNA -1.60 -1.20
Nsdhl! NAD(P) dependent steroid siRNA-PrP/Scramble 180 1.91 Cholesterol biosynthesis
dehydrogenase-like pcDNA-PrP/pcDNA -1.30 -1.97
Aacs Acetoacetyl-CoC synthetase siRNA-PrP/Scramble 2.00 427 Fatty acid synthesis
pcDMA-PrP/pcDNA 157 -2.32
Cyp51 Cytochrome P450, family 51, stRANA-PrP/Scramble 1.68 1.54 Drug metabolism and cholesterol biosynthesis
subfamifyA pcDNA-PrP/pcDNA -192 -236
Rab7 RAB7A, member RAS siRNA-PrP/Scramble 212 468 Vesicular transport
oncogene family pcDNA-PrP/pcDNA 1.00 1.15
Snx2 Sorting Nexin 2 siRNA-PrP/Scramble 1.00 1.02 Intracellular traffiking
pcDNA-PrP/pcDNA -1.60 -2.71
Stx7 Syntaxin 7 siRNA-PrP/Scramble 167 1.38 Intracellular traffiking
pcDNA-PrP/pcDNA -1.50 -1.60
S8 Syntaxin 8 siRNA-PrP/Scramble -1.56 —1.43 Intracellular traffiking
pcDNA-PrP/pcDNA -1.20 -1.12
Tept t-complex 1 siRNA-PrP/Scramble 111 —1.08 Intracellular traffiking & Chaperone activity
pcDNA-PrP/pcDNA -2.06 -2.69
Sgol2 Shugoshiun 2 siRNA-PrP/Scramble 1.14 1.09 Gametogenesis
pcDNA-PrP/pcDNA -2.32 -1.61
SNAP25 Synaptosomal-associated siRNA-PrP/Scramble 1.56 2.99 Synaptic Function
protein 25 pcDNA-PrP/pcDNA -1.53 -3.08
Lbr Lamin B receplor siRNA-PrP/Scramble 1.84 2.85 Anchorining oflaminin and heterochromatin to Hie
pcDNA-PrP/pcDNA —-1.34 -2.38 inner nuclear membrane
Idhi Isocilrate dehydrogenase siRNA-PrP/Scramble 2.3 2.09 NADPH production
1 {NADP+), soluble pcDNA-PrP/pcDNA -2.46 244

66 |

© 2013 Intemational Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2013) 10.1111/jnc.12283



Capitulo | | Resultados

provokes a well-described increase in ERK1/2 phosphoryla-
tion and Fyn kinase activation (Mouillet-Richard et al. 2000;
Toni et al. 2006). We treated control and PrP€-silenced cells
for 10 min with SAF61 antibody. Westermn blot analysis of p-
ERK1/2 indicated that SAF61 can induce ERKI/2
phosphorylation, which is significantly reduced after PrP©
silencing (Scramble 1.9 £ 0.29 vs. SIRNA-PIP€ 1.3 + 0.21)
(Fig. 3). These results show that the PrP" located at the cell
membrane was responsible for the downstream effects on
ERK1/2 pathway.

prp© requlates EGF-dependent ERK1/2 and AKT activation
Given the ability of PP o regulate ERK1/2 and AKT
pathways, we searched for putative mitogenic components
present in the serum and their respective receptors respon-
sible for these effects. PrPS has been proposed as a potential
functional partner of EGFR (Monnet ef al. 2004), and a
direct interaction has been described between PrPS and the
adaptor protein Grb2 (Spielhaupter and Schatzl 2001),
suggesting a link between EGFR and downstream MAPK
pathway activation. In our experiments, restimulation of
PrPC-silenced cells with EGF inhibited p-ERK1/2 and p-
AKT activity. Moreover, EGF stimulation increased AKT
activation in PrP€ over-expressed cells, with marginal effects
on p-ERK1/2 (Fig. 4a). This indicates that EGF/EGFR may
be one of the main components of the PrP€-dependent
ERK1/2 and AKT pathway regulation after serum stimula-
tion.

In addition, inhibition of p-AKT activity with the phospha-
tidylinositide 3-kinase (PI3K) inhibitor wortmannin in EGF-
stimulated cells decreased the PrP€-mediated enhancement of
cell proliferation, indicating that there is a direct link between
PrPC-mediated proliferation induced by EGF and the AKT
pathway (Fig. 4b). In contrast, wortmannin treatment of
serum-stimulated cells did not sigmficantly affect cell prolif-
eration in PrP® over-expressed cells (data not shown).

PrP€ binds to the EFGR macromolecular complex

These results suggest a role for Prp€ in regulating EGFR
activity, either by modulating its phosphorylation state or
through direct interaction between the two proteins. At the
time points when Pre© affected ERK1/2 and AKT signaling,
we could not observe EGFR phosphorylation (Fig. 5a).
Consequently, we explored the possibility of regulation
through potential interaction. Endogenous co-immunopre-
cipitation experiments in N2a cell extracts detected PrP€ and
EGFR in EGFR and PrP© immunocomplexes, respectively
(Fig. 5h). Co-localization of the two proteins was observed
in the hipid raft fraction in a sucrose gradient fractionation
(Fig. 5¢) and with double immunolabeling (Fig. 5d). Fur-
thermore, confocal serial sections in Z-plane of A431 cells
(with elevated levels of endogenous EGFR) transfected with
PrP€ also demonstrated the presence of EGFR and PrPC in
intracellular vesicles after immunocytochemical detection of
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both proteins (Figure S5). This supports the specificity of
EGFR and PrPC interaction in cellular compartments. We
also observed interaction between PrP€ and two components
of the EGFR macromolecular complex, Grb2 and p-Src. This
indicates that PrP€ may be part of the cell membrane
complexes that regulate EGF/EGFR signaling (Fig. 5e). To
assess whether PrP€ interaction with EGFR was altered in
the conditions in which ERK and AKT activity was
modulated by PrP€ in response to EGF (Fig. 4a), we
co-immunoprecipitated PrP® and EGFR at 0 h and 24 h
post-EGF stimulation in double transfected cells (Fig. 5f).
Interestingly, EGFR-PrP” interaction was increased at 24 h
post-EGF stimulation, which correlates with changes in high
AKT activation and maintenance of ERK1/2 activation when
compared to serum-starved cells (Fig. 5f). Thus, it is
reasonable to consider that in absence of PrPS, EGF-treated
cells showed decreased ERK1/2 and AKT activation
(Fig. 4a). Taken together, the present data support the notion
that PrP-EGFR interaction modulates EGFR receptor
activity and dynamics, reinforcing previous data (Monnet
et al. 2004; Solis et al. 2012).

PrPC-dependent filopodia formation in N2a cells signals
through PI3K, Rho-subfamily GTPases, and N-WASP

PrP© has been shown to regulate neurite outgrowth in several
cell lines and hippocampal neurons (e.g.. Bodrikov ef al.
2011: Loubet ez al. 2012). Moreover, in this study, we found
several genes involved in neuritogenesis and cellular mor-
phology. regulated by both PrP© silencing and over-expres-
sion in our microarray analysis (Table 2). To evaluate the
elfects of PrP® expression on the morphology of N2a
transfected cells, we carried out actin immunofluorescence
labeling of cell cultures. In asynchronous cells, PrP€ over-
expression significantly enhanced filopodia formation
(Fig. 6a), in agreement with previous observations (Schrock
et al. 2009). These filopodia are also modulated in N2a cells
by several proteins such as Delta 1 (Sugiyama et al. 2010),
the G protein-coupled receptor kinase 5 (GRKS), and the
actin cross-linking family protein 7 (ACFEF7) (Sanchez-
Soriano et al. 2009). In contrast, PrP© silencing does not
generate significant phenotypical changes in N2a cells
compared to control. This is in contrast to previously
published data on other cell types: 1C11 cells (Loubet et al.
2012) and primary hippocampal neurons (Bodrikov et al.
2011; Loubet et al. 2012).

To define the cellular protrusions induced by PiP€ over-
expression, we treated cells with cytochalasin D, a potent
inhibitor of actin polymerization. Cytochalasin D inhibited
PrP€-induced protrusions (Fig. 6b), indicating that these are
mainly composed of actin filaments. Actin dynamics depends
on Rho-subfamily GTPases and downstream effectors (e.g.,
N-WASP). Therefore, we analyzed filopodia formation in
PrPS transfected N2a co-transfected with the wild type and
the dominant-negative forms of Cdc42 (Cdc42 N17), RhoA
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Fig. 1 Cellular prion protein (PrP) expression regulates cell prolifer-
ation and cell cycle progression in N2a cells. (a) Growth curves of
asynchronous (left graph) and serum-restimulated (right graph) N2a
cells measured using the WST-1 assay. N2a cells were transfected
with Scramble, siANA-PrP, pcDNA, and pcDNA-PrP®, as described
in the Material and methods section, and cell proliferation was
measured for the next 72 h. Error bars indicate + SEM. (b) Cell cycle
distribution of serum-restimulated N2a transfected with Scramble,
siRNA-PrPC, pcDNA, and pcDNA-PrPC analyzed by propidium iodide
staining and FACS. The mean proliferative index (Pl) for each
condition is shown. (c) Ki67 immunostaining (green fluorescent signal)
and Hoescht staining (blue fluorescent signal) of serum starved
(Control) and 6 h serum-restimulated N2a cells transfected with

Role of PrP® in Neuro2a cell signaling | 9

Scramble, siRNA-PrP®, pcDNA, and pcDNA-PrPC. The percentage
of Ki67+ cells is expressed relative to its respective controls. Asterisks
indicate statistical significance (**p < 0.01, anova test). (d) Western blot
analysis of N2a cells transfected for 48 h with Scramble, SIRNA-PrP®,
pcDNA, and pcDNA-PrPS developed with PARP and tubulin (load-
ing control) antibodies. Cycloheximide (CHX) (0.01 mg/mL) was used
as a positive control of PARP cleavage, as evidence of apoptosis
induction. (e) N2a cells were transfected with pcDNA, pcDNA-PrPC,
and pcDNA-AF35 and analyzed for proliferation and apoptosis as
described above. A total of 400 nuclei were analyzed. Asterisks
indicate statistical significance (*p < 0.05, **p < 0.01, anova test).
Scale bar in d: 100 um.
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Fig. 2 Regulation of extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2)
and protein kinase B (AKT) activity by cellular prion protein (PrPC)
expression in N2a cells. (a) Westem blot analysis of asynchronous
N2a cells transfected for 24 h with Scramble, sIRNA-PrP®, pcDNA,
and pcDN;i\-PrPCr developed with p-ERK1/2, ERK, p-AKT, AKT, and
p-Elk-1 antibodies. Densitometric analysis of five independent exper-
iments is shown as the fold change between siRNA-PrP%/Scramble
and pcDNA-PrPS/pcDNA. Tubulin was used as a loading control. (b)
Westem blot analysis of N2a cells transfected for 24 h with Scramble
and siRNA-PrP®, serum-restimulated with 10% fetal bovine serum
(FBS) for the indicated times and developed with p-ERK1/2, ERK, p-
AKT, AKT, and PrP antibodies. Densitometric analysis of five

independent experiments is shown as the fold change relative to
control samples (serum-starved cells). (c) Westem blot analysis of
N2a cells transfected for 24 h with Scramble and siRNA-PrPC, serum-
restimulated with 10% FBS for the indicated times and developed with
Egr1 and p-Elk-1. Tubulin was used as a loading control. Densito-
metric analysis of five independent experiments is shown as the fold
change relative to control samples (serum-starved cells). (d) Westem
blot analysis of N2a cells transfected for 24 h with pcDNA and
peDNA-PrPC, serum-restimulated with 10% FBS for the indicated
times and developed with p-ERK1/2, ERK, p-AKT, AKT and PrP
antibodies. Asterisks indicate statistical significance (***p < 0.001,
anova test).
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Fig. 3 Cell surface cellular prion protein (PrP) mediates extracellular
signal-regulated kinases (ERK1/2) regulation. Western blot analysis of
N2a cells fransfected for 24 h with Scramble and siRNA-PrP® and
treated with phosphate-buffered saline (PBS) () or SAFB1 (+).
Membranes were developed with p-ERK1/2 and ERK antibodies.
Densitometric analysis of three independent experiments is shown as
the fold change between SAF61-treated and untreated cells. Asterisks
indicate statistical significance (**p < 0.01, anova test).

(RhoA N19), and Racl (Racl N17) (Fig. 6¢). In all cases, a
reduction in the total number of N2a-displaying actin bundles
in filopodia was observed (Fig. 6¢). However, dominant-

Scramble  siRNA-PrP°  pcDNA _ pcDNA-PrP°

negative forms of Cde42 and RhoA significantly reduced
PrPc{lcpcndt:nl filopodia formation. In addition, N-WASP
(N-WASP-AGBD) transfection also reduced PrPC—dcpendt:nl
filopodia formation. Moreover, inhibition of PI3K with
wortmannin also decreased the amount of filopodia. This
suggests that both the Rho/ROCK and AKT-Cdc42-N-
WASP pathways play a role in PrPC-depen(Jcnl enhanced
filopodia formation (Fig. 6¢ and d). It has been described
how N2a cells exhibit enhanced neurite outgrowth afier
serum deprivation, mainly dependent on EGFR transactiva-
tion independently of EGF (e.g., Evangelopoulos et al.
2005). Thus, we aimed to determine whether changes in prp°©
expression per se might affect this well-deseribed process
(Figure S6). Results indicate that neither PrP® silencing nor
over-expression-impaired neuritogenesis compared to control
and Scramble weated cells: reinforcing the notion of the
putative role of PrP® expression levels modulating neurito-
genesis in EGF-sumulated cells.

Discussion

Opposing effects of PrP© expression on cell proliferation and
variable expression levels in different types of proliferating
cells have been reported (see below). Although highly
associated with epitope determination and technical resolu-
tion, some proliferating cells can be labeled using PrP©
antibodies (Linden et al. 2008) while others cannot (Steele
et al. 2006). However, neural cell lines (Kim et al. 2003)
and oligodendrocyte precursors in vitro (Bribian er al. 2012)
from Prnp*/ ~ mice showed high rates ol proliferation.
Moreover, PrP© levels may change from elevated to lower
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Fig. 4 Regulation of the epidermal growth factor receptor(EGFR)-
extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2) pathway by cellular
prion protein (PrP®) expression in EGF restimulated N2a cells. (a)
Western blot analysis of N2a cells transfected for 24 h with Scramble,
siRNA-PrPS, pcDNA, and pcDNA-PrPS, restimulated with EGF for the
indicated times and developed with EGFR, p-ERK1/2, ERK, p-AKT,

Wortmannin
pPCDNA-PrP*
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AKT, and PrP antibodies. (b) Cell proliferation analysis using WST-1in
N2a cells transfected with pcDNA and pcDNA-PrPC in the absence
and presence of wortmannin and westem blot analysis of cell extracts
from N2a cells in the absence and presence of wortmannin for 6 h and
developed with p-AKT and AKT antibodies. Asterisks indicate
statistical significance (**p < 0.01, anova test).
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Fig. 5 Epidermal growth factor receptor (EGFR) binds and co-local-
izes with cellular prion protein (PrP®). (a) Westem blot analysis of p-
EGFR in M2a cells after EGF stimulation at indicated times. (b)
Co-immunoprecipitation (IP) assay and western blot analysis of
endogenous EGFR and PrP® in N2a cells. N2a cell extracts were
immunoprecipitated with SAF61 (PrP) antibody and immunoblotted
with anti-EGFR antibody (upper panel), and immunoprecipitated with
EGFR antibody and immunoblotted with 6H4 (PrP) antibody. An aliguot
of the cell extract was used as the assay input. (c) Western blot
analysis of N2a detergent-free raft fractions transfected with PrP© with
the sucrose gradient method in PrP® transfected N2a cells. Protein
distribution in the carbonate step gradient procedure. Membranes were
developed with EGFR, PrPC, and Flofilin-1 (lipid raft marker) antibod-

expression in proliferating cell types (e.g., Steele et al. 20006;
Liang er al. 2007). Thus, it is reasonable to consider that
PrP¢ expression may modulate cell cycle control dynamics
and differentiation by acting along with additional factors in
a cell-specific way (e.g., in the nervous system Steele er al.
2006; Bribian et al. 2012). In fact, data obtained from mutant
mice and in vitro cellular models have failed to reveal a clear
genomic signature modulated by PrP® (see Introduction and
Steele et al. 2007 for details).

ies. (d) Confocal immunofluorescence images of N2a cells transfected
for 24 h with EGFR and PrP® and labeled with SAF61 (PrP) antibody
and EGFR (e) Co-immunoprecipitation (IP) assay and westem blot
analysis of Grb2 and p-Src in N2a cells. N2a cell extracts were
immunoprecipitated with SAF61 (PrP) and Grb2 antibodies and
immunoblotted with Grb2 and p-Src antibodies. (f) Co-immunoprecip-
itation (IP) assay and western blot analysis of N2a cells transfected
with EGFR and PrP® and restimulated with EGF at the indicated times.
N2a cell extracts were immunoprecipitated with SAF61 (PrP) antibody,
immunoblotted with anti-EGFR antibody (upper panel), immunopre-
cipitated with EGFR antibody and immunoblotted with 6H4 (PrP)
antibody. An aliquot of the different cell extracts was used as the assay
inputs. Scale bar ind: 5 um.

In this study, we demonstrate that increased PP expres-
sion enhances cell proliferation in N2a cells, while PrP°-
silenced cells decrease cell cycle and proliferation without
inducing cell death. Our microarray data support these
observations, since key genes in cell growth and proliferation
are regulated afier acute PrP¢ up-regulation. Interestingly,
Cyclin D1, required for cell cycle GI1/S transition, is
up-regulated in PrP¢ over-expressed cells and down-regu-
lated in PrPS-silenced cells. This result is one of the few
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Fig. 6 Cellular prion protein (PrP®) enhances filopodia formation in
N2a cells in an protein kinase B (AKT)-Cdc42-N-WASP-dependent
manner (a) N2a cells were transfected with Scramble, siRNA-PrPS,
pcDNA, and pcDNA-PrPC as described in the Material and methods
section. Twenty-four hours post-transfection, cells were fixed and
immunostained for anti-actin and stained with Hoeschi. A total of 400
cells were analyzed for each condition. (b) N2a cells were transiected
with pcDNA-PrP® and 24 h post-transfection treated with cythochala-
sin D (CCD) at 10 pg/mL for 2 h, fixed and immunostained for anti-
actin and stained with Hoescht. (c) N2a cells were transfected with

coincidences so far between several gene expression studies
and proteomic Cyclin D1 has
observed to be up-regulated afler stable over-expression of
PrPS and down-regulated after PrP© depletion 1n gastric

analyses. Indeed, been

cancer cell hnes (Liang et al. 2007), and down-regulated in
the adult brain of Prap™~ mice (Brown ef al. 2002) and
"~derived fibroblasts (Benvegnu et al. 2011). More

Liang and coworkers demonstrated that PrP©

Prap™
relevantly,
over-expression stimulates promoter activity of Cyclin D1
(Liang er al. 2007). Together, these observations demon-
strate that regulation of Cyclin D1 by PrP¢
common mechanisms in different cell types and tissues by

is one of the

which PrP€ may regulate cell cycle progression. Increased
presence ol PrPC in the cytosol has been considered
(e.g., Ma etal 2002: 2005),
although there is some controversy on this point. In this
study, we have demonstrated that kinase activation (e.g.,
ERK1/2) is mediated by GPl-anchored plasma membrane
PrP®, thereby ruling out unspecific effects because of
cytosolic protein accumulation. In our experiments, rans-

neurotoxic Fioriti et al.

fections clearly increased the amount of plasma membrane

Nnﬂ:mnnln GFP-N-
WASP

GFP-N-

WASP.AGBD

pcDNA-PrPC,  pcDNA-PrPS/Cdc42 N17, pcDNA-PrPS/RhoA  N19,
pcDNA-PrPS/Cdcd2 N17, pQBI25-GFP-N-WASP, and pQE-GFP-N-
WASP-AGBD and 24 h post-transfection were treated or untreated
with wortmannin (10 ng/uL) (**p < 0.01, ***p < 0.001, anova test). A
total of 400 cells were analyzed for each condition. (d) N2a cells were
transfected with pCDNAfPI‘PC and pQBI25-GFP-N-WASP or pQE-
GFP-N-WASP-AGBD. Twenty-four hours post-transfection, cells were
fixed and immunostained for anti-actin. Scale bars a and c: 20 um,
b: 10 um.

PrPC, but only slightly increase cytosolic PrPS (data not
shown).

PrP® has been associated with several
proteins in plasma membrane complexes, such as neuro-
Carulla er al. 2011),
2001;

2005), and copper. These interactions can modulate a diverse

effectors and
transmitter receptors (e.g.. adhesion
molecules (Schmitt-Ulms et al. Santuccione ef al.
array of cellular functions and signaling pathways such as
PrP-Laminin-mediated neuritogenesis (Beraldo et al. 2011),
PrPE-STI1 -mediated progenitor/stem cells  sell-
renewal (Santos ef al. 2011) and GluR6/PSD-95 interaction,
as well as further INK3 activation in response to kainate (see
Llorens and Del Rio 2012 for details).

Here, we demonstrate that PrP©
molecular complexes associated with EGFR, and also that it

neural

is present in the macro-

18 associated with proteins implicated in the downstream
transmission of the mitogenic sumuli (Grb2, Sr¢). In
addition, PrP® modulates the activity of two EGFR-related
pathways, MAPK and AKT, whose activity 1s eritical for G1
cell cycle progression and Cyclin D1 expression (Humtsoe

and Kramer 2010). PrP® regulates the second wave of
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sustained activity that persists throughout the G1 phase for
MAPK and the AKT activity peak afier serum and EGF
restimulation in serum-starved and asynchronous cells.
Whether these effects on the EGFR pathway and cell
proliferation involve other unknown components or specific
cellular compartments warrants further research.

In this regard, we observed that PrP© co-localizes with
EGFR in lipid raft fractions and modulates the expression of
lipid raft proteins (such as Gap43) and proteins involved in
vesicular transport and intracellular trafficking (e.g., syntax-
ins, nexin-2, t-complexl. and Rab7) (Table 2). Interestingly,
Zafar and co-workers demonstrated reciprocal regulation of
Rab7 on PrPC expression levels (Zafar ef al. 2011). Taken
together, these observations reinforce an active role of PrP©
in lipid raft dynamics and vesicular trafficking. Indeed,
Bodrikov and co-workers demonstrated reduced exocytic
vesicle transport to growth cones in cultured hippocampal
neurons lacking Prp°, reinforcing the notion that PrPC is
necessary for proper neurite extension and growth cone
dynamics (Bodrikov et al. 2011). In our experiments using
N2a, PrP© deficiency did not lead to significant changes in
neurile extension as in other studies (Schrock et al. 2009;
Bodrikov et al. 2011: Miranda ef al. 2011: Loubet et al.
2012). This could be explained by cellular type specificity,
because of the non-sustained effect of transient transfection,
or because siRNA inhibition reduced but did not eliminate
PrP¢ expression in our cellular system.

Among other regulatory mechanisms, filopodia dynamics
involves AKT, which activates the small GTPase of the Rho-
subfamily Cdc42. Cdc42 then interacts with N-WASP, an
activator of the Arp2/3 complex, to form actin bundles that
enhance filopodia formation (Carlier ef al. 1999). Under the
cellular conditions in which PrP€ enhances filopodia forma-
tion and neuritogenesis, AKT activity is enhanced in contrast
to ERK1/2. In addition, we observed that both the pharma-
cological inactivation of AKT and the transfection of
mutated forms of RhoA, Racl. Cdc42, and N-WASP
reduced filopodia protrusion induced by PiP¢ Over-expres-
sion (especially Cde42, RhoA, and N-WASP). Loubet and
co-workers demonstrated increased membrane clustering of
B1 integrin, RhoA over-activation, and impaired neuritogen-
esis in 1C11 neuroectodermal cells as well as in PC12 cells
lacking PrPS (Loubet ef al. 2012). It has been generally
accepted that N-WASP, as an effector of Cdc42, modulates
filopodia formation (Takenawa and Miki 2001). Thus, our
results expand these previous observations indicating that the
AKT-Cdc42-N-WASP pathway is also regulated by PrP©
and EGFR signaling and that it promotes neuritogenesis.
Neuritogenesis, axon guidance and cell migration share to
some extent many features during development, from the use
of substrates to the specific cues regulating chemotaxis and
cytoskeleton dynamics. In this scenario, the present data
support the notion that PrP© plays crucial roles in prolifer-
ation and neuritogenesis. However, we also believe that

Role of PrP® in Neuro2a cell signaling | 13

future cell-specific studies combining gene expression data
and functional analysis will reveal new mechanisms involv-
ing PrPC.
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Supplementary Figure 1. Regulation of PrP° expression levels after transient silencing
and overexpression in N2a cells. RT-gPCR analysis of N2a cells transfected for 24 hours with
Scramble, siRNA-PrP°, pcDNA and pcDNA-PrPC. Samples were normalized by the relative
expression of GAPDH.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2

Supplementary Figure 2. List of regulated genes in the microarray analysis. Mapped ID

regulated in the microarray analysis after transient PrP silencing and overexpression using a

1.5 fold change threshold and a false discovery rate at 5%.

siRNA-PrPc / scramble

Total ID
(Mapped & unmapped)

1.5 Fold Change

Total ID
(Mapped & unmapped)

1.5 Fold Change

AB30046C11RIk
AB30082K20Rik
A930008A22Rik
Aacs

Acas2

Actn4

Actnd

Adam9

Agps

Ahcyl1
Al429612
Al854251
Ampd3

Arpcla

Arpcla

Atp1b1
AU016693
Aurkb
AW046396
B230209E15Rik
B3bp

Basp1

Basp1
BC010304
BC061928
BC065123
Bcas1

Bdh

Bloc1s1

Bloc1s1

Bmi1

BQ952480
C130033B18Rik
C330023M0O2Rik
C920011N12Rik
Camk1d

Ccnet

Ccne2

Cdk2

Cdk2

Cdk2

Cdks

Chic2

Chic2

Cklfsf7

Cox10

Crmp1

Csnk1g3
Cyb561

Cyp51
D10Erd438e
D12Wsu95e
D2Bwg1356e

1,89
1,63
1,55
2,00
1,91
1,81
1,69
1,73
1,68
1,57
1,60
1,50
2,03
1,66
1,60
1,78
1,73
1,87
1,53
1,51
1,91
1,90
1,85
1,62
1,73
1,56
1,50
1,81
1,79
1,74
1,55
1,82
1,51
1,52
1,61
1,55
1,67
1,74
1,60
1,52
1,82
1,51
2,28
1,66
1,82
1,78
1,61
1,77
2,68
1,61
1,93
1,81
1,80

D330037HO5RIk
D3Jfr1
D7Ertd156e
D8Ertd325e
Dazap2
Diras2
Dpysl5
E130304D01
E2f2
E430024F02Rik
E430030L01Rik
Eiflay
Eif4a1
Elavi3
Elovlé

Emp1

Facls
Fbxw5

Fliih

Flot2

Fmni2
Fmni2
Fubp1
Gabrb3
Gabrb3
Gap43
Gnao
Gng10
Gprz22
Gree3f
Grip1
Gtfzh1
Gtf3a

Gtf3a

H2afz
Histthic
Hmgh1
Hmges1

Hrb

Hspa2
Hspca

lap

Idh1

Idh1

Igsfda

Ina

Insig1

Insig1

Jup

Lbr
LOC208092
LOC209405
LOC223594

178
1,82
1,54
1,55
1,98
1,62
1,64
172
1,61
1,52
1,65
1,57
1,84
1,59
1,96
1,69
1,55
1,71
1,81
2,00
2,19
2,01
172
2,67
1,73
3,96
1,61
1,56
1,67
1,55
1,59
1,52
2,01
1,61
2,04
1,79
1,68
1,86
1,60
2,15
1,51
1,63
2,68
1,94
1,65
1,52
175
1,60
2,19
228
1,57
1,56
1,61
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LOC225456 1,96 Sdcbp 1.64
LOC233401 1,60 Sdchp 1,54
LOC238943 1,62 Sdpr 1,68
LOC268569 2,57 Sertadd 1,65
LOC269401 2,01 Sfmbt2 2,24
LOC271505 1,87 Sfrs3 177
LOC276809 1,54 Sfrs3 1,61

LOC277018 1,69 Slc2a6 1,52
LOC280487 1,70 Slcbad 1.76
LOC328703 1,64 Smarca3 1,50
LOC331102 1,63 Smc2l1 1,84
LOC331259 1,50 Smpd3 1.74
LOC381269 1,85 Snap25 1,56
LOC382020 2,04 Snapc3 1.9
LOC382063 1,84 Snx27 1,76
LOC382911 1,50 Socs2 1,62
LOC383189 1,98 Sort1 1.73
LOC385780 1,69 Sqle 1,92
LOC386218 1,54 Sqle 1,79
Lrn3 1,71 Srebf2 2,66
Lss 2,08 Srebf2 1,50
Marcks 2,50 Ssa2 1.89
Mbnl1 1,72 Ssbp4 1,95
Mbni2 1,71 Stmn2 1,77
Mest 2,06 Stx7 1.67
Mod1 1,55 Sultdal 1,75
Mtch2 1,59 Syn2 1.67
Mycbp 1,95 Syt 1,82
Myt1 1,83 Syt4 1,52
Nap115 1,54 Tcfd 1,68
Ncam1 1,63 Tiam1 1.68
Nckap1 1,68 Tm7sf2 1.61

Nme7 1,74 Top1 1,52
Nos3as 1,81 Ttc19 2,03
Nsdhl 1,94 Ttc8 1,66
Nsdhl 1,65 Tubat 1,65
Ogfr 2,54 Twsgl 2,24
Pak4 1,64 Txndc1 1,80
Papss1 1,66 Ubc 1,60
Peg3 1,56 UbI3 1,62
Phf10 1,63 Usp52 1,61

Phf10 1,55 Vapa 1.79
Phtf2 2,27 Wdré 1,75
Pkia 1,61 Wdt3-pending 2,24
Plekhe1 1,52 Wnt5a 1,62
Pop4 1,57 Zcche12 2,03
Ppm1d 1,50 Zdhhe12 1.64
Prkx 2,16 Zfp265 1,58
Prom1 2,47 Actn2 -1,59
Ptbp2 1,77 Adpgk -1,53
Rab11a 1,51 Adprtl2 -1,52
Rab7 2,97 Akr7a5 -1,57
Rab7 1,75 Anapc13 -1,65
Rab7 1,66 Arbp -2.41
Rbms1 1,54 Arrdc4 -1,76
Rnf38 1,52 Atp5k -1,55
Rtnd 1,73 Atpevif -1,52
Rutbc2 1,82 AWS539964 -1,92
Sc4mol 1,67 B93004 1F14Rik -1,79
Scamp1 2,03 BC0O06705 -1,83
Scarb2 1,58 BC008155 -1,80
Scd1 1,54 BC046404 -1,54
Scrn 1,53 Bfar -1,62
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C130022K22Rik
C330018L13Rik
Ccdc5h
Cecr5
Cenph
Cggbp1
Chchd7
Cnotd
Cox17
Coxéal
Cox6b
Cox6b
Cox7a2
Cox8a
Cstb
D10Ertd322e
D11Moh34
D1Bwg1363e
D930001122Rik
Dctn1
Dctng
Dguok
Dpm3
Dtymk
Duspg
Egri

Ethe1

Fjx1

Gnai2
Gstz1
Gucala
Hexa
Hist1h3b
Hist1h3c
Hist1h3d
Hist1h3e
Hist1h3i
Hist1hda
Hist1h4f
Hist1hdj
Hist1hd4m
Hist2h2be
leamz2
Krtcap2
Lamp2
LOC208768
Mmrp19
Mrpl14
Mrpl46
Mrps18a
Mrps21
Mrps28
Mrps33
MTERF
Ndufa
Ndufa11
Ndufa2
Ndufa3
Ndufa5
Ndufb3
Ndufbg
Ndufc1
Ndufs3

-1.62
-1.57
-1,59
-1,50
-1,53
-1,53
-1,58
-1,58
-1,52
-1,57
-1,73
-1,56
-1.77
-1,53
-1,64
-1.54
-1,55
-1,53
-1,51
-1,51
-1,63
-1,86
-1,52
-1.50
-1,56
-1,91
-1.53
-1,57
-1,95
-2,19
-1,57
-1,51
-2,40
-1,65
-1.81
-2,71
-1.84
-1,53
-1,79
-1,92
-1,57
-1,78
-1,60
-1,55
-1,68
-1.61
-1,53
-1,74
-1,52
-1,55
-1.78
-1,54
-1,53
-1.64
-1,64
-1,67
-1,66
-1.86
-1,59
-1,60
-1.63
-1,56
-1,57

Ndufs5
Nfyb
Nola3
Nrm
Pbx2
Pdcd5
Pfdn5
Pfdn5
Phida1
Plekhh1
Polr2l
Ppp1ri1
Prnp
Rnaseh2a
Rpl18a
Rpl28
Rpl31
Rpl35a
Rpl38
Rpp38
Rps6ka2
Scand1
Secb1b
Shfdg1
Slc20a2
Snag1
Stx8
Stx8
Tceb2
Teted
Timm13a
Timm8b
Tnfrsf12a
Tomm7
Tyms
Ubl5
Upf3a
Uger
Wrb
Xpnpep1
Yif1
Zdhhc4
Zfp238
Zipm1
Zfyve9

-1.62
-1.78
-1.67
-2,04
-1,68
-1.51
-1,70
-1,61
-1,52
-1,98
-1,67
-1,74
-3.54
-1,60
-1,55
-1,50
-1.91
-1.53
-1,79
-1.73
-1.56
-1,68
-1.57
-1.51
-1.89
-1.51
-1.68
-1.52
-1,52
-1,83
-1.54
-1,52
-1.73
-1.57
-1,51
-1.53
-1,52
-1.58
-2,07
-1.53
-1.52
-1,59
-1,66
-1.72
-1,51
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pcDNA-PrPc / pcDNA
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Total ID Total ID
(Mapped & unmapped) 1.5 Fold Change (Mapped & unmapped) 1.5 Fold Change
A130028H19RIk 1.88 Gadd45g 1,55
A130095C03Rik 1,71 Glt25d1 1,53
AS530025E02RIK 178 Gns 1,81
A530032J19RiK 3,98 Gstp1 1,63
AB30084D02Rik 227 Gstp1 1,55
AB830081L15Rik 375 H2afy 1,58
A930005G04Rik 1,68 H2-T23 2,14
A930027G11RIk 1,65 H47 1,64
Actb 1,50 Hexa 1,51
Akt1s1 1.86 Hist1h1a 1,64
Aldh5a1 1,50 Hist1h1b 1,78
Ap3d1 1,58 Histth1c 1,59
Arnt 5,53 Hist1h2ab 1,88
Ars2 1,53 Hist1h2ab 1,77
Atf3 1.61 Hist1h2ae 1,73
Atpev0d1 1,58 Hist1h2be 1,99
Atpevif 1,59 Hist1h2bf 3,74
B230342N21Rik 1,95 Hist1h2bh 3,16
Bat2 1,53 Hist1h2bj 3,19
Bax 1.52 Hist1h2bk 335
BCO050254 1.67 Hist1h2bl 322
Bcap37 1,58 Hist1th2bm 321
Brd2 1,55 Hist1h2bn 3,07
C130020C07RIk 4,34 Hist1h2bp 3,67
C130087G11Rik 1,55 Hist1h3b 247
C330046E03 1,61 Hist1h3d 2,54
Cdkn2a 1.81 Hist1h3e 3,12
Cdkn2a 1,63 Hist1h3h 1,91
Comt 1,52 Hist1h3i 2,04
Copeb 1,78 Hist1h4a 4,64
Cox6a2 1,67 Hist1h4a 248
Coxéc 1,55 Hist1h4b 1,61
Cox8a 1,55 Hist1h4b 1,52
Cptib 1,60 Hist1hdc 2,17
D030019N20Rik 2,72 Hist1h4d 3,63
D030026J11RIk 1.58 Hist1h4d 1,94
D10Wsu52e 1,55 Hist1h4f 2,53
D430006A07RIk 1,51 Hist1h4f 245
D630024003Rik 1,60 Hist1h4h 2,92
D730044K07Rik 2,15 Hist1h4h 2,86
D830019K05Rik 2,34 Hist1h4i 3,68
Ddit3 1.58 Hist1hd4j 4,60
Ddx21 1,56 Hist1hd4j 2,98
Ddx24 1,76 Hist1h4k 3,17
Dpm2 1.71 Hist1h4k 3,13
Dusp8 1,67 Hist1h4m 373
E130112E08Rik 2,37 Hist1h4m 2,90
E430003J01RIK 6,19 Hist2h2aa1 524
E430033B07Rik 2,07 Hist2h2aa2 4,07
Eif3s4 175 Hist2h2ab 2,54
Elac2 1,51 Hist2h2be 271
Enah 2,19 Hist2h3b 2,55
Fkbp11 1.52 Hist2h4 1,70
Fos 1.71 Hist3h2ba 2,16
Fts 1,66 Hist4h4 1,89
Fv1 1,70 Hmox1 2,44
G1p2 1.58 Hspe171 1,55
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Icosl 1,54 Serf2 1,65
Idh2 2,85 Sh3bgri3 1,51
I1db3 1,54 Siat7b 5,24
111rl1l 1,59 Sle11atl 4,62
Isg20 1,75 Slc39at 1,53
Junb 1,69 Smex 4,14
Jund1 1,55 Srr 6,06
Lgals3 1,59 Srr 3,55
LOC213480 1,10 Stmn4 1,85
LOC236469 4,85 Taf15 1.59
LOC239727 1,84 Tax1bp3 1,54
LOC268730 1,67 Tax1bp3 1,53
LOC270017 3.19 Tceb2 1,51
LOC280487 1,70 Tcta 1,54
LOC329521 1,59 Tegt 1,66
LOC332788 1,82 Tesc 1.68
LOC382163 1,80 Tmem24 1,58
LOC383125 1,87 Tmod3 1,87
LOC383131 1,54 Tnfrsf12a 1.54
LOC384348 1,71 Ttc11 1,57
LOC385256 1,62 Txnip 2,10
LOC385274 1,78 Ube2I3 1,76
LOC385505 1,67 Ube2I3 1,73
LOC386294 1,69 Ube2s 1,60
LOC386380 1,80 Ubtf 1.67
Lsm7 1,54 Unc5b 2,00
Map1lc3a 1,80 Vapb 1.91
Map1le3b 1,72 Zbth7 1.50
Mapbpip 1,67 Zfp99 1,57
Mrpl33 1,58 Zfp99 1,51
Mrpl54 1,59 A130082N24Rik -1,82
Mrps12 1,53 A230103N10Rik -1,50
Mrps18a 1,59 A730008H23 -1,51
Mrps28 1.54 Aacs -1,57
mt-Co2 1,50 Acadm -1,56
Myd116 2,22 Adam9 -1,64
NA 2,72 Adk -1,73
NA 2,68 Adnp -1,50
NA 2,04 Al848100 -1,50
NA 1,92 Akap11 -1,58
NA 1,73 Appbp1 -1,54
NA 1,54 Arfgef1 -1,64
NA 1,54 Arle -1,57
Ndufa8 1,59 Asah1 -1,68
Ndufs8 1,59 Asah1 -1,63
Nfic 1.64 Asns -1,64
Nr1d1 1,86 Atad1 -1,61
Ormdi3 1,71 Atp5f1 -1,52
Pdrg1 1,59 AtpBal -1,55
Phptt 1,66 Atpsap2 -1,81
Pmf1 1,65 Atpévict -1,75
Polr2i 1,65 AU021838 -1,54
Prameld 4,02 Aurkb -1,72
Psmb5 1,59 AWS49877 -1,60
Psmc5 1,51 Axot -1,56
Psmf1 1,51 B130055D15Rik -1,55
Purb 243 B230382K22Rik -1,60
Rad23a 1,78 B&30009104Rik -1,70
Raly 1,67 BC003885 -1,57
Rasgefib 1,51 BC016423 -1,61
Rps13 1,63 BC020002 -1,56
Rtn2 1,54 BC031748 -1,50
Sepwi 1,81 Bceat1 -1,69
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Bmit -2.28 Hace1 -1.52
Bmpria -1,55 Hat1 -1.53
Bxdc1 -1.65 Hectd1 -1.58
C130033B18Rik -2,02 Hmger -1.80
C230050J15Rik -1,58 Hnrph1 -1,98
C630007L23Rik -1.52 Hnrph1 -1,93
C80879 -1.58 Hnrph1 -1,92
Cacybp -1,50 Hnrph1 -1.84
Chx3 -2,06 Hnrpk -1,65
Ccnc -1,67 Hnrpk -1,59
Cene -1,55 Hook1 -1,63
Ccne2 -2,23 Hprt -1.68
Cdk2 -1.84 Hrb -1.89
Cdk2 -1,67 Hrbl -1,50
Cdk2 -1.62 Idh -2,60
Chrna3 -1.53 Idh1 -2,32
Ckap2 -1,56 Insig1 -1,69
Cnih -1.50 Insig1 -1.58
Crsp9 -1,57 Ireb2 -1,51
Cugbp1 -1,63 Irs1 -1.54
Cyp51 -2.07 Isl1 -1.63
Cyp51 -1,78 lvns1abp -1,91
DOKist3 -1.62 Kif3a -1.54
D130064H19Rik -1,53 Kpna2 -1,64
D2Bwg1356e -1.51 Ldir -1,79
D330037H05RIk -1.81 LOC209405 -1.60
DEWsu176e -1.82 LOC2186986 -1,95
Dars -2,06 LOC219049 -1,70
Dek -1,80 LOC223586 -1,80
Dde -1.61 LOC223594 -1.87
Ddx50 -1.72 LOC224147 -1,60
Dnajc2 -1,82 LOC224532 -1,66
Dock11 -1.52 LOC225456 -1.85
Duspé -1.57 LOC237877 -1.57
E130303B06RIik -1.87 LOC244421 -1.58
E2f2 -1.72 LOC245020 -1.88
E430026C09Rik -1.61 LOC245423 -1,95
E430030L01RIk -1,57 LOC245668 -1,70
Eif4g2 -1.64 LOC270186 -1,55
Eif5 -1.84 LOC277193 -1.51
EifSh -1.56 LOC328703 -1.76
Emi4 -1.50 LOC328752 -1.83
Enah -1,55 LOC331259 -1,67
Etfa -1,68 LOC380631 -1,83
Etfa -1.67 LOC380634 -2,29
F&30002E14Rik -6.84 LOC380665 -1.66
F&30029L24Rik -1.62 LOC381054 -1.73
Fbxo11 -1.75 LOC381327 -2,23
Fign -1,75 LOC3814390 -1,82
Fjx1 -1,51 LOC381760 -1,67
Fmni2 -1.84 LCC382003 -1,78
Fmni2 -1.80 LCC382230 -1.78
Fnbp1 -1.58 LOC383249 -1.65
Fxr1h -1,62 LOC98434 -1,55
Gas5 -1,82 Lrp8 -1,58
Gdi3 -1,56 Ltap -1,58
Geming -1,56 Lypla1 -1,60
Glb1 -2.08 Mat2a -1.61
Glt28d1 -1.72 Matr3 -1.50
Gpiap1 1,77 Mbnl1 -1,58
Gria2 -1,58 Metap2 -1,68
Gsr -1,56 Mrps31 -1,52
Gtpbp4 -1.74 Mshé -1.50
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Msn -1,50 Sgk -1,54
Mtap1b -1,60 Sgol2 -2,32
Mtch2 -2,02 Shcbp1 -1,90
Mtf2 -1,57 Siah1a -1,583
mt-Nd5 -2,00 Siah1b -1,56
Myoba -1,56 Slc35a3 -1,58
NA -1,93 Slc39a6 -1,59
NA -1,71 Sle40at -1,60
NA -1,62 Slc4a8 -1,95
NA -1,61 Slcéals -1,62
NA -1,61 Smc2l1 -1,99
NA -1,60 Snap25 -1,53
NA -1,55 Snx2 -1,82
NA -1,60 Snx2 -1,53
Nab1 -1,58 Spnb2 -1,55
Naca -1.62 Spnr -1,65
Napg -1,53 Sqle -1,92
Nasp -1,89 Sqle -1,68
NfiB -1,55 Ssfa2 -1,56
Nsdhl -1,65 Stard4 -1,90
Orc5l -2,28 Sucla2 -1,51
Orcsl -2,26 Sumo1 -1,70
Osbpl9 -1,58 Syncrip -1,59
Otx1 -1,75 Tepl -2,46
Parg -1,70 Tepi -1,67
Peal5s -1,75 Tmpo -1,63
Peli1 -1,50 Top1 -1,51
Pfkp -1,64 Top2a -2,26
Pkia -1,59 Traf4 -1,50
Plscr1 -1,62 Tubal -1.54
Pmp22 -1,70 Ube2g1 -1,60
Ppfibp1 -1,66 Uchl5 -2,34
Ppfibp1 -1,55 Usp47 -1,59
Pppich -1,81 Vamp3 -1,70
Ppp3ca -1,62 Vamp4 -1.54
Psat1 -1,87 Vegfa -1,58
Psma1 -1,67 Xpot -1,59
Psmc1 -1,66 Ymell1 -1,58
Psmd13 -1,55 Zfml -1,65
Psmd7 -1,61 Zfp238 -1,70
Rab11a -1,59 Zfp238 -1,58
Rabé -1,59 Zfp292 -1,81
Rapgef2 -1.80
Rars -1,63
Rbbp7 -1,80
Rbbp7 -1,63
Rnf38 -1,67
Rnf4 -1,70
Rock1 -1,60
Rod1 -1,62
Scdmol -1,78
Scd1 -1,74
Scd2 -1,63
Schip1 -1,58
Sdcbp -1,71
Sdpr -1,72
Sec61a2 -1,62
Sept_15 -1,53
Sept_15 -1,63
Sertad4 -1,52
Sfrs10 -1,94
Sfrs10 -1,70
Sfrs5 -1,65
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3
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Supplementary Figure 3. Validation of microarray and RT-qPCR data by western blot.
Western blot analysis of N2a cells transfected for 24 hours with Scramble, siRNA-PrPC, pcDNA
and pcDNA-PrPC. A selection of proteins whose genes were differentially expressed after PrP°®

modulation is shown. Fold change is expressed relative to controls.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 4
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Supplementary Figure 4. Regulation of ERK1/2 activity by Prp° expression in SK-N-SH
cells. Western blot analysis of SK-N-SH cells transfected for 24 hours with Scramble,
siRNAPrPC, pcDNA and pcDNA-PrPC, developed with p-ERK1/2 and ERK antibodies.

Densitometric nalyses of five independent experiments are shown (*** p < 0.001, ANOVA test).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 5

Supplementary Figure 5. PrP® and EGFR co-localization in vesicles of A431 cells. (a-c)
Confocal consecutive 0.5 mm thick sections of A431 cells transfected with PrP® to determine
the distribution of endogenous EGFR expression and PrP®. Arrows point to vesicles containing
both proteins. (d) Magnification of the boxed area in B.

86 |



Capitulo | | Resultados

SUPPLEMENTARY FIGURE 6

Scramble siRNA-PrP°¢

Supplementary Figure 6. Neuritogenesis in serum-starved N2a. N2a cells were transfected
with Scramble, siRNA-PrPC, pcDNA and pcDNA-PrPC for 24 hours. Cells were serum-starved
for another 24 hours, fixed and immunostained for anti-actin and stained with Hoechst. A total of

400 cells were analyzed for each condition. Scale bar: 20 um.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 7

Gene Sequence (5' == 3) Length
Pmp Forward AGTCGTTGCCAAAATGGATCA 21
Reverse AAAAACCAACCTCAAGCATGTGG 23
cend1 Forward | CCAAGTTCCCTAGCAAGCTG 20
Reverse CTTTCATGTCACAGGGCAGA 20
Cdkn2a Forward | GCTCAACTACGGTGCAGATTC 21
Reverse GCACGATGTCTTGATGTCCC 20
ccne? Forward | TCAGCCCTTGLATTATCATTGAA 23
Reverse | CCAGCTTAAATCTGGLAGAGS 21
1db2 Forward | ATGAAAGCCTTCAGTCCGGTG 21
peverse | AGCAGACTCATCGGGTCGT 19
Gapd3 Forward TCTGCTACTACCGATGCAGC 20
Reverse TGGAGGACGGGGAGTTATCAG 21
Snx2 Forward | COTTGGACAGTCCCGAAAGAG 21
Reverse COGATCTGACACACCAMTTTCT 22
Nsdhi Forward | AAGGTGTAAGCACAGTTTTCCA 22
Reverse | GCAGGTTTCAATGACAGTCTTGG 23
- Forward | ACGACAAGACGAACATCAAGAC 22
Reverse | GOAATCCTCCCAGTATGTGE 21
Cdk2 Forward | COCTGCTTATCAATGCAGAGGG 21
Reverse | TGCGGGTCACCATTTCAGC 19
cfos Forward .@TCGG{EAGMGGGGCWGTAG 22
Reverse GLAACGLAGACTTCTCATCTTCAAG 25
Egr1 Forward AGCGAACAACCCTATGAGCAC 21
Reverse TCGTTTGGCTGGGATAACTCG 21
Insig1 Forward | AGCCTAGTGCTCTTCTCATTTGG 23
Reverse | AGGGATACAGTAAACCGACAACA 23
Lbr Forward | GAGCCACGACAACAAATCCCA 21
Reverse AGCTGGAAMATCGAGCCACTTT 21
Txnip Forward | TCTTTTGAGGTGGTCTTCAACG 22
Reverse GCTTTGACTCGGGTAACTTCACA 23
Appbp1 Forward | GCTGCCAGGTATTGGATCAT 20
Reverse GCTCGGTTCTTGCCAATACT 20
Akap12 Forward | CTCGTCTCOCGTCAATCCTOTA 21
Reverse | TGAAGCAGGGATCTGTTCGAT i
Forward | GAGGATTTTGCTAACCTGACACC 23
ATFS  peverse | TTGACGGTAACTGACTCCAGC 2
Faorward AlEUAAGGAGA] GAAA] GALALL 23
ldhl  everse | GCATCACGATTCTCTATGCCTAA 23
AurkB Forward | TTGTCCCAGAGAGTCCTACGG 21
Reverse | TTGTCAATAGTGAAAGGCTGCTT 75
Forward | AGGCTTGGTGC TACAGGAAAA 1
Rab? o ere | CTTGGCCCGGTCATTCTTGT 20
Aacs Forward | CCTGGCGCTTGGGAATTAC AL 21
Reverse | CCGGACAGACCAGTGGTATAAG 22
Cyps1 Forward | TGACAGGAGGCAACTTGCTTT 21
Reverse GGCGAGACGGAACAGGTAG 19
SNAP25 Forward | GCAAGGCGAACAACTGGAAC 20
Rever se GGCCACTACTCCATCCTGATT 21
Stx7 Forward | AGCACAACGCATCTCCTCTAA 21
reverse | TGAGGTGTTCCAAGTTGATTCAG 23
Stx8 Forward GACCCCTGGTTCTCCACATAC 21
Reverse TTGGEGCTATCTGACACGTAGA 21
Tepi Forward GGTCCGCTCCCAGAATGTTAT 21
Reverse | GGCTGCGGGATGTTCTACC 19
Sgol2 Forward | TCTCCTGTCAGCTACCAAGAAM 22
Reverse | CAGGCTTGCACTGCTTACTG 20

Supplementary Figure 7. List of primers used in the study.
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PrP¢ ejerce su papel neuroprotector ante episodios epilépticos y muerte
celular inducidos por KA a través de la modulacién de la activacion de
JNKS3 por union de GluR6/7-PSD-95.

Patricia Carulla, Ana Bibrian, Alejandra Rangel, Rosalina Gavin, Isidro Ferrer, Carme Caelles, José

Antonio del Rio & Franc Llorens.

Resumen:

La proteina pridnica celular o PrP® es una glicoproteina de membrana, presente en el SNC y
cuyo cambio conformacional da lugar a PrPS®, una forma patdégena, de plegamiento anémalo,
responsable del desarrollo de las EETs. Aunque todavia no esta claro el papel de PrP® en el
organismo, si se le ha involucrado en diversos procesos neuronales, entre los que destaca un
rol en el mantenimiento de la estructura sinaptica. Existen evidencias de que la ausencia de
PrP° produce un incremento de la excitabilidad neuronal y la excitotoxicidad, tanto in vitro como
in vivo, lo que sugiere su participacidén directa en la transmisién del impulso nervioso y en la
regulacion de los mecanismos de muerte celular. Mas concretamente, se ha descrito que PrP°
actua sobre los receptores de NMDA inhibiendo su neurotransmision, pues los modelos de
ratén transgénico knockout para PrP® muestran una muerte celular incrementada en respuesta

a NMDA. Lo mismo se ha observado ante otros agentes excitotéxicos como el kainato (KA).

En este estudio, demostramos que la neurotoxicidad inducida por KA en el raton PrnpO/O es
dependiente de la activacion de la via de JNK3. La eliminacion de esta quinasa en un fondo
Prnp-knockout (Prnp®° Jnk3”°) revierte tanto el fenotipo como la muerte celular observada tras
el tratamiento con KA. De la misma manera, el bloqueo farmacologico de la actividad JNK3

reproduce este mismo efecto in vitro, sobre rodajas de hipocampo.

Por otro lado, nuestros datos también muestran, por primera vez, una regulacion de la actividad
de JNKS3 dependiente de la interaccion de PrP° con la proteina PSD-95 y GIuR6/7 en los rafts
lipidicos. Esto indica, por un lado, la ubicacién postsinaptica de PrP°© y, por otro, la participaciéon
de esta proteina en la modulacion del complejo GIuR6/7-PSD-95-MLK3. Nuestros resultados
sugieren que, en ausencia de PrP°® y tras tratamiento con KA, se favorece la formacion de este
complejo trimérico y la consecuente activacion de la via JNK3 de muerte celular. Nuestros
datos permiten concluir que PrP°® ejerce un papel neuroprotector ante la excitotoxicidad por KA

a través de la regulacion de la neurotransmision mediada por GIuR6/7.

Referencia:

Carulla P, Bribian A, Rangel A, Gavin R, Ferrer |, Caelles C, Del Rio JA, Llorens F (2011) Neuroprotective role of PrPC
against kainate-induced epileptic seizures and cell death depends on the modulation of JNK3 activation by GIuR6/7-
PSD-95 binding. Molecular biology of the cell 22:3041-3054.
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Neuroprotective role of PrP€ against kainate-
induced epileptic seizures and cell death

depends on the modulation of JNK3 activation

by GluR6/7-PSD-95 binding

Patricia Carulla®b<, Ana Bribian®b-<, Alejandra Rangel®®<*, Rosalina Gavin®<, Isidro Ferrer<d,
Carme Caelles®', José Antonio del Rio®?¢, and Franc Llorens®?:c

#Molecular and Cellular Neurobiotechnology, Institute for Bioengineering of Catalonia, Barcelona, Spain; "Department

of Cell Biology, Faculty of Biology, University of Barcelona, Barcelona, Spain; “Center for Biomedical Research in

Neurodegenerative Diseases, Barcelona, Spain; YInstitute of Neuropathology, Bellvitge Biomedical Research Institute,
University of Barcelona, Barcelona, Spain; *Cellular Signalling, Institute for Research in Biomedicine, Barcelonz, Spain;
‘Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Pharmacy, University of Barcelona, Barcelona, Spain

ABSTRACT Cellular prion protein (PrPC) is a glycosyl-phosphatidylinositol-anchored glyco-
protein. When mutated or misfolded, the pathogenic form (PrPS¢) induces transmissible
spongiform encephalopathies. In contrast, PrP® has a number of physiological functions in
several neural processes. Several lines of evidence implicate PrP¢ in synaptic transmission and
neuroprotection since its absence results in an increase in neuronal excitability and enhanced
excitotoxicity in vitro and in vivo. Furthermore, PrP¢ has been implicated in the inhibition of
N-methyl-o-aspartic acid (NMDA)-mediated neurotransmission, and prion protein gene (Prnp)
knockout mice show enhanced neuronal death in response to NMDA and kainate (KA). In this
study, we demonstrate that neurotoxicity induced by KA in Prnp knockout mice depends on
the c-Jun N-terminal kinase 3 (JNK3) pathway since Prnp®°Jnk3°/° mice were not affected by
KA. Pharmacological blockage of JNK3 activity impaired PrP®-dependent neurotoxicity. Fur-
thermore, our results indicate that JNK3 activation depends on the interaction of PrPC with
postsynaptic density 95 protein (PSD-95) and glutamate receptor 6/7 (GluRé/7). Indeed,
GIuR6-PSD-95 interaction after KA injections was favored by the absence of PrPC. Finally,
neurotoxicity in Prp knockout mice was reversed by an AMPA/KA inhibitor (6,7-dinitroqui-
noxaline-2,3-dione) and the GluRé antagonist NS-102. We conclude that the protection
afforded by PrP€ against KA is due to its ability to modulate GluR6/7-mediated neurotrans-
mission and hence JNK3 activation.
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INTRODUCTION

The abnormal processing of cellular prion protein (PrP®) gives rise to
PrP=C, or pathogenic prion, which is the etiologic agent of several
transmissible spongiform encephalopathies (reviewed in Aguzzi
et al.,, 2007; Aguzzi and Calella, 2009; Linden et al., 2008). These
devastating encephalopathies are characterized by severe histolog-
ical changes, including extensive neuronal death, reactive gliosis,
and neuroinflammation, concomitant to the accumulation of the ag-
gregated misfolded form of PrPC in affected brains. Although neces-
sary for prion propagation and infectivity (Weissmann et al., 1994),
the repertoire of physiological roles of PrP® remains to be fully de-
termined. Indeed, PrP“ has been implicated in a wide range of neu-
ral functions, such as copper homeostasis (Brown et al., 1997, 1998;
Vassallo and Herms, 2003), neurotransmission (Maglio et al., 2004;
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Prestori et al, 2008; Rangel et al., 2009), stem-cell proliferation
and differentiation (Steele et al., 2006), malignant glioma prolifera-
tion (Erlich et al.,, 2007), neurite outgrowth (Chen et al., 2003;
Santuccione et al., 2005), and, more recently, putative cross-talk be-
tween neurodegenerative diseases (Lauren et al., 2009; Gavin et al.,
2010; Gunther and Strittmatter, 2010).

Early in vitro studies with prion protein gene Prnp®® mice (Ziirich |)
(Bueler et al., 1992) showed that cultured Pmp®° neurons were
more prone to die than Prnp™* neurons after serum withdrawal or
other treatments (Kuwahara et al., 1999). Subsequent studies (Brown
et al., 2002; Rambold et al., 2008; Aude-Garcia et al., 2011) indi-
cated that PrP® might play a neuroprotective function in the context
of excitotoxic lesions. Indeed, it was demonstrated in rats that Prnp
is overexpressed in ischemic brains and protects cortical neurons
after ischemia (McLennan et al., 2004; Shyu et al., 2005; Spudich
et al., 2005; Weise et al., 2006; Mitteregger et al., 2007). In fact, cells
overexpressing PrP® show increased toxicity after endoplasmic re-
ticulum stress (Anantharam et al., 2008). Neuroprotective effects of
PrP© after central nervous system insults have been associated with
both extracellular and intracellular effectors (e.g., the stress-induced-
phosphoprotein 1) (Zanata et al., 2002) and are mediated by PI3K-
mTOR signaling (Martins et al., 2010; Roffe et al., 2010). However,
although it is involved in Alzheimer's disease (Lauren et al., 2009),
PrP© does not act as a major medulator in 2 panel of neurodegen-
erative disease models (Steele et al., 2009).

In neurons, PrP® has been localized in axons at the synapse
(Fournier et al., 2000; Fournier, 2008), which might be consistent
with reports of deficits in neurotransmission in Prmp knockout mice
(Maglio et al., 2004, 2006; Khosravani et al., 2008; Prestori et al.,
2008; Rangel et al., 2009). Indeed, PrP< knockout mice are more
prone to cell death after kainate (KA) injections than are Prnp*™* ani-
mals Walz et al,, 1999; Rangel etal., 2007, 2009). In addition, Prnp®*®
neurons are also highly susceptible to acute N-methyl-p-aspartic
acid (NMDA) or KA treatment in hippocampal slices (Rangel et al.,
2007; Khosravani et al., 2008). These findings suggest that PrP® can
modulate signaling cascades by activating stress-protective path-
ways, or by inhibiting cytotoxic pathways (reviewed in Westergard
et al., 2007; Nicolas et al., 2009). Although the exact mechanism(s)
are unknown, the neuroprotective function may be associated with
differential expression of glutamate receptor subunits or the modu-
lation of ligand/receptor affinities (Maglio et al., 2004; Khosravani
etal., 2008; Rangel et al., 2009). In particular, it remains to be estab-
lished whether PrP alters KA receptor—mediated neurotransmission
at the neuron membrane. In fact, PrP“-binding proteins include,
among others, membrane receptors (Rutishauser et al., 2009), and
two recent studies reported cell-specific effects of glutamate and
the role of PrP® in these processes. Indeed, group | metabotropic
glutamate receptors are involved in the transduction of cellular sig-
nals triggered by PrPS, which modulates neurite outgrowth (Beraldo
etal., 2011). In addition, in NMDA-mediated toxicity, the protective
role of PrP® is mediated by the silencing of NMDA receptors con-
taining N-methyl-D-aspartate receptor subtype 2 (NR2D) subunits
(Khosravani et al., 2008).

In a previous study, we reported the increased presence of phos-
phorylated c-Jun N-terminal kinase 3 (JNK) in dying pyramidal neu-
rons in the CA1 of the hippocampus of Pmp knockout mice after KA
treatment (Rangel et al., 2007). Here we show that KA-induced ex-
citotoxicity in Pmp knockout mice depends on JNK3 activity, by
developing a double-knockout mouse lacking PrP® and JNK3 ex-
pression and analyzing it by using gene expression and pharmaco-
logical approaches. Furthermore, we propose a mechanism by
which PrP® regulates the KA receptor function through interaction,
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at the postsynaptic level, with the glutamate receptor 6/7 (GluR6/7)
and the postsynaptic density 95 protein (PSD-95), which in turn
modulates JNK3 activity.

RESULTS
Enhanced susceptibility to KA-induced seizures in Prnp
knockout mice and its reversion in Prnp®°Jnk3° mice
The thresholds for onset of seizure behavior in response to identi-
cal intraperitoneal KA injections (6 mg/kg body weight) in the four
mouse genotypes Prnp®°Jnk3**, Pmp**Jnk3*°, Prnp**Jnk3*,
and Prnp®°Jnk3°° were analyzed. After the first KA injection,
Pmp®°Jnk3"* animals developed profound hypoactivity and im-
mobility (grades |-Il). After successive injections, hyperactivity
(grade lll) and scratching (grade IV) were often observed. Some
mice progressed to a loss of balance control (grade V) and further
chronic whole-body convulsions (grade V1). The bouncing activity
commonly referred to as “popcorn” behavior was included in grade
VI. After the behavioral study, mice were numbered and kept in
separate boxes until histological or biochemical studies; see later
discussion. Twelve hours after KA treatment, Pmp**Jnk3** and
Pmp**Jnk3*® animals showed normal behavior. KA-treated
Pmp*eJnk3*® mice displayed hypoactivity, immobility, and sensi-
tivity to external stimuli (e.g., box handling) (Table 1).
Prnp~°Jnk3** mice were highly susceptible to KA, showing a
greater number (from five to eight) of severe seizures (grade VI). In
addition, they maintained grade [V-VI seizures for 2-3 h after the
first episode, whereas and Pmp**Jnk3”* and Pmp®°Jnk3°® mice
displayed only grade Ill seizure. Furthermore, three Prnp®®Jnk3+*
animals died during the experiments. These data corroborate previ-
ous results (Walz et al., 1999; Rangel et al., 2007, 2009) indicating
increased sensitivity to KA in Prnp knockout mice. We established
that the minimal concentration of KA required to induce seizures in
the Pmp**Jnk3** animals was 35-40 mg/kg body weight, which is
similar to that required for Pmp**Jnk3*°. At this concentration, all
Prap®®Jnk3** animals died shortly after a second injection. These
results suggested an active role of JNK3 in Prp®® susceptibility to
KA. Indeed, Pmp**Jnk3*° and Prnp**Jnk3"*° mice were not af-
fected by KA treatment as described (Yang et al., 1997).

Decreased seizures in Prnp®°Jnk3°/° mice correlated with
lower number of dying cells in the hippocampus

Protein expression was analyzed by Western blot (Figure 1A), which
showed that PrP© expression was similar in Prnp*”*Jnk3** and
Prnp**Jnk3°° mice. In addition, JNK3 expression was similar in
Prnp**Jnk3*"* and Pmp®°Jnk3"* mice, and neither of these proteins
was detected in the double-knockout mice, as expected (Figure 1A).
Next we analyzed in more detail the time course of the seizure
score after KA injection (Figure 1B). Prnp®°Jnk3** mice showed
maximum scores (V-V1) between 90 and 180 min after the first KA
injection. To determine whether the severity of seizure observed
in Prnp°°Jnk3** correlates with neuronal loss and reactive glial
changes in the hippocampus after KA injection, we carried out sev-
eral histochemical and immunchistochemical analyses (Figure 1, C
and D).

First, we analyzed the pattern of neurodegeneration in the
Pmp**Jnk3+*, Pmp®°Jnk3**, and Pmp~°Jnk3> mice 24 h after
KA treatment by using Fluoro-Jade B staining (Schmued and
Hopkins, 2000; Figure 1C). Numerous Fluoro-Jade B-positive py-
ramidal neurons were observed in the CA1 and CA3 regions of
Pmp®eJnk3*+ hippocampus. In the other genotypes Fluoro-Jade
B labeling was rare and generally pale (Figure 1C). To further
corroborate the death of these neurons, we applied in parallel
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Genotype. Animal Number of seizures Number of blinkings Behavioral stages Prioritary stage
Prnp**Unk3++ 1 1 0 Il Il
Prnp**Jnk3+'* 2 0 0 (]| Il
Prnp**Jnk3+* 3 1 1 -1l 1l
Prnp**Jnk3+* 4 1 0 1l 1l
Prnp*+Jnk3++ 5 0 0 -1l 1l
Prnp**Jnk3+* 6 0 0 1l 1l
Prap™*Jnk3** 7 0 0 111 Il
Prnp**Jnk3+* 8 0 0 Il Il
Prnp*+Jnk3++ 9 0 0 Il Il
Prnp**Jnk3+* 10 1 0 (=] Il
Prnp*+Jnk3+/+ 1 0 0 I Il
Prop**Jnk3*'* 12 0 0 11l Il
Prnpo/°dnk3++ 13 8 4 VI t
Prnp®°Jnk3*+ 14 5 3 =i IV=VI
Prnpe/=Jnk3+* 15 [ 4 -V V-V
Prnp°Jnk3+* 16 6 3 (| T
Prnp®°Jnk3** 17 5 2 I-VI V-Vi
Prnp®°Jnk3*++ 18 6 3 I-VI T
Prnp®°Jnk3++ 19 6 4 VI V=VI
Prnp®°Jnk3*+ 20 5 2 VI IV=VI
Prnp®°Jnk3*++ 21 4 2 VI V=VI
Prnp®°Jnk3+* 22 8 5 =VI V-Vi
Prnp®cJnk3*++ 23 6 3 Vi IV=VI
Prnp®/eJnk3++ 24 7 5 Vi V=VI
Prnp®®Jnk3°/° 25 1 1 Il Il
Prnp®°Jnk3°/® 26 2 0 Il Il
Prnp®/ednk3e/e 27 1 0 -l Il
Prnp®/eJnk3e/e 28 0 0 11l Il
Prnpe/eJnk3°/= 29 0 0 -1l Il
Prnp®'eJnk3°= 30 0 0 11l 1l
Prnp®'°Jnk3°'= 31 0 0 -l Il
Prnp®cJnk3°/= 32 2 2 (1] I
Prnp°®Jdnk3°'° 33 0 0 Il Il
Prnp®/®Jnk3°’® 34 1 1 Il Il
Prnp®cJnk3°/> 35 0 0 Il Il
Prnpe/eJnk3</® 36 0 0 |-l Il
Prnp*+Jnk3++ 37 0 0 |-l Il
Prnp*+Jnk3++ 38 0 0 Il Il
Prnp*+Jnk3++ 39 0 0 Il Il
Prnp**Jnk3** 40 0 0 - Il

See Results for stage classification.

TABLE 1: Effect of KA-induced status epilepticus and death in Prnp*Jnk3', Prnp®/eJnk3**, Prnp®/*Jnk3°°, and Prnp***Jnk3%° mice.

sections the in situ nick-translation technique with biotinylated-UTP
to determine the DNA fragmentation level (TUNEL technique, by
using ApopTag kit; Heatwole, 1999; Figure 1D). Distribution of
TUNEL-positive nuclei largely correlated with the pattern of Fluoro-

Volume 22 September 1, 2011

JNK3 signaling in PrP© neuroprotection | 3043

Jade B labeling observed in the CA1 and CA3 of Prnp®?Jnk3**
mice (Figure 1, D and E). Cell counts showed statistical significance
(see Materials and Methods for details) when comparing data of
Prmpe2Jnk3** mice with any of the other two genotypes.
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seizure responses in littermates of Pmp**Jnk3**, Pmp®°Jnk3"*, Prnp®’°Jnk3*°, and

Prnp**Jnk3°'® mice to intraperitoneal injection of KA (6 mg/kg body weight) or 0.1 M PBS.
KA-injection timing is indicated below the graph. Seizures were scored as indicated in Materials
and Methods. Eight mice in each group were observed and scored to determinate the time-
dependent seizure score. (C) Photomicrographs showing examples of the pattern of Fluoro-Jade
B and DAPI staining of hippocampal region of Prnp™*Jnk3**, Prmp®°Jnk3*, and Prmp®’°Jnk3°'®

= 1. KA-dependent sensitivity, seizure behavior, neurotoxicity and apoptosis in the
dlﬁerent genotypes studied. (A) Western blot of JNK3, PrP®, and tubulin in protein extract from
the hippocampi of the different mouse strains used in this study (Prnp™*Jnk3, Prnp®°Jnk3",
Prnp®/°Jnk3°"°, and Prnp~'*Jnk3°%); tubulin was used as a loading control. (B) Comparison of

mice after 24 h of KA treatment. Dying cells positive for Fluoro-Jade B are located in the

pyramidal cell layer of Prmp®/°Jnk3+* (arrows). (D) Examples of TUNEL-positive cells in CA1-CA3
hippocampal regions of Prnp**Jnk3+*, Prnp®°Jnk3*, and Prnp®°Jnk3°'° mice after 24 h of KA
treatment. (E) Quantification of Fluoro-Jade B and TUNEL-positive cells in the CA1 and CA3
regions of the hippocampus in Prnp”~Jnk3**, Prnp®°Jnk3*, and Prnp®°Jnk3°° mice after 24 h
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Acute down-regulation of PrP¢
expression in Prnp™*Jnk3¥* primary
neuronal cultures increased
susceptibility to KA

We examined whether the neurotoxic ef-
fects of KA are modified when PrP® expres-
sionlevelsareacutely alteredin Prmp**Jnk3++
neurons. Thus, Prnp**Jnk3"* primary corti-
cal neurons were infected with a lentivirus
carrying a small interfering RNA (siRNA) in-
terference sequence for Prnp. Cells infected
with lentivirus showed an 81% decrease in
PrP< expression (Figure 2A). After exposure
to KA, cells infected with lentivirus showed a
statistically significant 29% decrease in sur-
vival (Figure 2B) compared with parallel en-
hanced green fluorescent protein (eGFP)-
infected cultures (Figure 2B). Thus, although
similar data were previously described in
neuroblastoma cells (N;A) using interfer-
ence RNA against Pmp (Rangel et al., 2007),
this is the first observation of KA-mediated
cell death after acute PrP¢ down-regulation
in Prnp™*Jnk3™* neurons. This finding rein-
forces the notion that decreased expression
of PrP® compromises neuronal viability after
acute KA treatment.

Differential activation of JNK3 and
extracellular regulated kinases 1/2 in
Prnp®°Jnk3** mouse hippocampus
treated with KA

Because genetic deletion of Jnk3 on a
Pmp=* background overcomes the intrinsic
susceptibility to KA of PrP®-deficient mice,
we next developed several experiments to
identify changes in JNK3 activation in the
hippocampus after KA treatment (Figure 3).
Mice were injected with KA as described
and killed & h later (see Materials and
Methods for details). Activation of extracel-
lular regulated kinase (ERK) 1/2, JNK3,
c-Jun, and pb3 was analyzed in protein
samples from the hippocampus of treated
mice by Western blot and compared with
vehicle-injected mice. In the absence of
KA, ERK1/2 was activated in Prnp®2Jnk3**
and Prnp®°Jnk3°* hippocampus compared
with Prnp**Jnk3** mice (Figure 3A). These
data corroborate the reported data of

of KA treatment. Results are obtained from
nine mice per genotype. DG, dentate gyrus;
CA1-3, hippocampal regions 1 and 3; gl,
granule cell layer; h, hilus; ml, molecular layer;
sl, stratum lucidum; slm, stratum lacunosum-
moleculare; so, stratum oriens; sp, stratum
pyramidale; sr, stratum radiatum. Scale bar,
C, top, 200 pm; C, bottom, 100 pm; D,

100 pm. Asterisks in E indicate statistical
significance (***p < 0.001, ANOVA test).
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FIGURE 2: Decrease in PrP¢ expression—-enhanced KA neurotoxicity
in primary hippocampal neurons. Primary hippocampal neurons were
infected with lentivirus containing eGFP or siRNA for Prnp for 24 h.
Next, neurons were treated with 150 pM KA for 8 h, and cell viability
was analyzed after further 24 h with the WST-1 method as indicated in
Materials and Methods. (A) Western blot for PrP€ and tubulin
expression after lentiviral infection with eGFP and siRNA Prnp. Note
the decrease of the PrP® expression after lentiviral infection vs.
vehicle and eGFP. (B) Histogram illustrating cell viability infection and
KA exposure. No differences were observed between vehicle and
eGFP. Data are expressed as fold increase + SEM of three
independent experiments. Asterisks in B indicate statistical
significance (**p < 0.01, ANOVA test).

ERK1/2 activation in Prnp knockout mice (Brown et al., 2002). In
parallel to the phosphorylation of ERK1/2 in all genotypes after KA
treatment, an increase in p-JNK3 and p-c-Jun Ser®® was observed
in Prnp®°Jnk3** hippocampus (Figure 3A). This phosphorylation
was undetectable in vehicle-treated mice and in Prnp**Jnk3++, as
well as in Prnp®°Jnk3°® mice (Figure 3A) and Prnp**Jnk3°®
(unpublished data), as expected. Total c-Jun protein was slightly
increased in Prnp**Jnk3** but strongly increased in both
Prnp®2Jnk3** and Pmp°*Jnk3%° after KA treatment (Figure 3A).
Finally, p53, which was recently reported to be activated in a JNK-
dependent manner in dying hippocampal neurons after glutamate
and/or KA (Choi et al., 2011), was phosphorylated at Ser-15 and
activated in Prnp®Jnk3** hippocampus after KA treatment.
These results suggest that signaling pathways other than the
JNK3 pathway are activated after KA treatment. Indeed, we deter-
mined the cellular expression of ERK1/2 in detail in treated mice
(Figure 3, B and C). p-ERK1/2 staining was strong in hippocam-
pal mossy fibers at the stratum lucidum in Pmp®°Jnk3"* and
Prnp/oJnk3°®, with low levels in Prnp**Jnk37*, after 24 h of KA
treatment. Double-labeling techniques with glial fibrillary acidic pro-
tein (GFAP) and p-ERK1/2 revealed a second group on p-ERK1/2—
stained cells at CA1 and CA3 regions (Figure 3C). However, detailed
observation of astroglial cells in these mutants revealed an increased
reactivity of astrocytes in Prnp®°Jnk3** hippocampus (relevant
GFAP content and thick glial expansions), in contrast to moderate
reactivity in Pmp®©Jnk3°® and absence in Prnp**Jnk3** mice
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(Figure 3D). Thus these data indicate that most p-ERK1/2 staining
observed in Pmp®°Jnk3** and Prnp®Jnk3 after KA treatment is
mainly associated with mossy fiber staining with the participation of
GFAP-reactive cells.

The JNK3 pathway is implicated in c-fos and c-jun activation af-
ter glutamate treatment (Brami-Cherrier et al., 2007). To discrimi-
nate the particular contribution of JNK3 to c-jun and c-fos expres-
sion in our experiments, we performed quantitative real-time
PCR (RT-gPCR; Figure 4). Data obtained demonstrate that both
cjun and cfos were overexpressed in the hippocampus of
Prnp=®Jnk3** mice 6 h after KA administration (4.10- and 49.2-fold
increase, respectively; Figure 4A). Deletion of Jnk3 in Pmp®® mice
offset the c-jun and c-fos increase by 34 and 25% respectively, com-
pared with Prmp®°Jnk3++ levels. These results support the idea that
other KA-activated pathways are the main contributors to the over-
expression of both early genes. To examine this hypothesis, we
analyzed the differential expression of cyclooxygenase-2 (cox-2), a
molecular target of JNK activation in neurcdegeneration and in-
flammation activated by activator protein-1 (AP-1; Hunot et al.,
2004). RT-qPCR of cox-2 revealed statistically significant overexpres-
sion in the Prnp®@Jnk3++ hippocampus after KA treatment. Further-
more, stronger decrease of cox-2 was observed in Prnp®2Jnk3*
(60% compared with those reported by c-jun and c-fos) (Figure 4B).
The results indicate that the absence of Jnk3 is not the only factor
mediating the early changes in gene expression mediated by KA.

Pharmacological inhibition of JNK in Prnp®°Jnk3+*
hippocampal slices overcame the neurotoxic effect of KA

To ascertain whether neurotoxic differences are cell specific or as-
sociated with an increased glutamatergic input from the entorhinal
cortex, we performed a parallel study in isolated hippocampal slices
(Figure 5). Prnp®®Jnk3** and Pmp**Jnk3** hippocampal slices
were treated with KA or phosphate-buffered saline (PBS), following
the addition (when indicated) of two different JNK inhibitors: the
pharmacological inhibitor SP600125 and the peptide TAT-JIP, a spe-
cific inhibitor derived from the minimal JNK-binding region of the
scaffold protein JNK-interacting protein 1 (JIP-1) coupled to the
short cell-permeable TAT sequence (Bonny et al., 2001; Figure 5A).
After propidium iodide (Pl) incubation, we observed few randomly
distributed, labeled cells in the CA1-CA3 of Prnp**Jnk3**~derived
hippocampal slices. However, Prnp®2Jnk3+* slices showed a statis-
tically significant 71% increase of Pl fluorescence compared to
Prnp**Jnk3** cultures (Figure 5B). The inhibition of JNK activity
with SP600125 and TAT-JIP in Pmp*°Jnk3+derived slices de-
creased the fluorescence levels by 54 and 42%, respectively, com-
pared with parallel KA-treated slices without the inhibitors (Figure 5,
B and C). These data indicate that increased cell death of hip-
pocampal Prnp®©Jnk3** neurons is associated with intrinsic synap-
tic properties.

Coimmunoprecipitation of PrP¢ with PSD-95 and GIuRé/7

in the PSD fractions

To investigate the participation of PrP© in the neurotoxic ef-
fects of KA, we examined whether PrP® exerts its neuroprotec-
tive function by meodulating the intracellular signaling trig-
gered by KA receptor after ligand binding. Because neuronal
depolarization mediated by KA requires the interaction of the
GluRé/7 subunit of KA receptor with PSD-95 and MLK3 to form
a trimeric complex (Pei et al., 2006; Li et al., 2010), we analyzed
biochemically the distribution of GIuR&/7 and PrP© in the
Prnp**Jnk3**, Prnp>°Jnk3**, and Prnp/°Jnk3°" hippocampus
and whether changes in JNK3 alter the normal distribution of
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; KA-induced neurotoxicity in Pmp knockout hippocampal mouse correlates with
.JNK3 activation. (A) Western blot for p-JNK, JNK3, p-ERK1/2, ERK1/2, p-c-Jun, c-Jun, p-p53,
and tubulin from hippocampus extracts of Prnp™*nk3+*, Prnp®°Jnk3*, and Prnp®°Jnk3°’® mice
after 6 h of KA treatment (6 mg/kg body weight). KA-induced neurotoxicity in the Prap®/°Jnk3++
hippocampus is cell-specific and dependent on JNK3 activity. (B) Photomicrograph illustrating
the pattern of p-ERK1/2 in the different phenotypes after 24 h of KA treatment. Notice the
relevant increase of p-ERK1/2 in Prnp®/°Jnk3*"* and Prnp®’°Jnk3° hippocampus. (C) High
magnification of the CA1 region of hippocampus from Prnp®/eJnk3*, after 24 h of KA
treatment, immunostained with p-ERK1/2 and GFAP antibodies. Note that numerous cells are
double labeled (arrows). (D) Photomicrograph illustrating examples of the CA1 region of the
three genotypes analyzed after 24 h of KA treatment and immunostained for GFAP. Levels of
reactive glia are not completely abolished by the genetic deletion of Jnk3. Abbreviations as in
Figure 1. Scale bars, B, 150 pm; C, 100 pm; and D, 100 pm.

PrP<. Enriched PSD fractions were isolated from the hippocam-
pus of Prnp**Jnk3**, Prnp°/°Jnk3**, and Pmp°®Jnk3°/ mice 6 h
after administration of KA and processed for GluRé/7, PSD-95,
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and PrP® by Western blot (Figure 6A).
Correct purification of the PSD fractions
was corroborated since the percentage of
PSD-95 in this fraction was 91.6% of total
PSD-95. Results revealed no changes in
subcellular distribution of these proteins
among genotypes. As expected, PrP® was
detected in all cell compartments but en-
riched in PSD fractions, where GluR6/7
and PSD-95 were also found.

These results suggested a putative in-
teraction between GluRé/7 and PrPC. To
explore this possibility, we performed
coimmunoprecipitation experiments from
whole Prnp™*Jnk3*+ hippocampus protein
extracts and PSD fractions using two differ-
ent PrP® antibodies (6H4 and SAFé1; see
Materials and Methods; Figure 6B). Re-
sults indicated that PrP® interacts with
PSD-95 and GluRé/7 both in whole-hip-
pocampus extracts and in purified PSD. As
expected, both interactions were stronger
in the PSD fraction (Figure 6B). Taken to-
gether, these results implicate PrP® in the
binding of PSD-95 with the KA receptor
containing GluRé/7. This would allow the
formation of the ternary complex (GluR6/7-
PSD-95-MLK3), which in turn activates the
JNK3 pathway. Thus, to determine this, we
immunoprecipitated PSD-95 in hippocam-
pal protein extracts from Pmp**Jnk3"* and
Prnp®°Jnk3** mice to measure the amount
of GluR6/7 coimmunoprecipitated in the
presence or absence of KA (Figure 6C). Im-
munoblots showed that the interaction be-
tween GluR&/7 and PSD-95 was higher in
the hippocampus of Pmp®°Jnk3** com-
pared with Pmp™*Jnk3"* mice in the pres-
ence of KA (1.01 vs. 2.13, respectively;
Figure 6C). Taken together, these data indi-
cate that, in the absence of PrPS, KA treat-
ment increased the binding of GIuRé&/7-
containing KA receptors to PSD-95, which
correlates with increased activation of
JNK3.

Increased KA-mediated neurotoxicity
in Prnp®® mice was reversed

by 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione
and NS-102

To examine the role of GIuR6/7 in
KA-induced neurotoxicity in Prnp**Jnk3**
and Prnp®°Jnk3** mice, we injected
the AMPA/KA inhibitor 6,7-dinitroquinox-
aline-2,3-dione (DNQX) and the GluRé
antagonist NS-102 (Verdoorn et al,
1994) prior to the intraperitoneal injection
with KA (Figure 7). DNQX inhibits AMPA/
KA receptors in vivo (Alford and Grillner,

1990) and inhibits JNK3 activation after excitotoxic insults (Tian
, 2005), and NS-102 is a good functional antagonist of
GluRé in vivo in response to excitotoxic insults (Tian et al., 2005;
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DISCUSSION

Differential participation of ERK1/2,
JNK3 kinases, and early gene
expression in KA-mediated neuronal
death in Prnp®® mice

In this study we demonstrate that abolition
of JNK3 activity (either genetically or phar-
macologically) blocks the neurotoxic activity
induced by KA in Pmp®® mice. These data
indicate that the signal for neuronal cell
death in Prnp knockout mice is mainly asso-
ciated with JNK3 activity. In addition, to
avoid the effects of the increased oxidative
phenotype in absence of Pmp (Wong et al.,
2001; Brown et al., 2002), we show that an
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acute decrease in PrP® expression in cul-
tured neurons from Pmp**Jnk3** mice also
increased their susceptibility to KA. In fact,
absence of Jnk3 completely blocked the
epileptogenic effects of KA in Prnp** mice,
and the original Jnk3°° mice were charac-
terized as being resistant to KA, with similar
scores to those reported here (Yang et al.,
1997; de Lemos et al., 2010).

Although basal p-ERK1/2 is higher in
Prmp® mice (Brown et al., 2002; Chiarini
et al, 2002; Nicolas et al., 2007; Rangel
et al., 2007; and present results), treatment
with KA induces overphosphorylation of
ERK1/2, which is not affected by the ab-
sence of Jnk3. In contrast, ERK1/2 activation
is abolished in Jnk3*° mice 3 h after KA
] treatment (de Lemos et al., 2010). Thus it is

-KA + KA

FIGURE 4: RT-qPCR of (A) c-jun and c-fos and (B) cox-2 from hippocampal RNA extracts of
Prnp*~Jnk3*, Prnp®°Jnk3**, and Prnp®°Jnk3"> mice treated with KA (6 mg/kg body weight)
or buffer for 6 h. Data (mean + SEM) represent mean fold induction obtained in three
independent experiments. GAPDH was used as the housekeeping gene. Data are referred
with Prnp™*Jnk3*/* in each histogram in the absence or presence of KA. Data are expressed
as fold change + SEM. Asterisks in A and B indicate statistical significance (** p < 0.01,

*** p < 0.001, ANOVA test).

Hu et al., 2008; Chen et al., 2009). First, we counted the seizures
and the blinking episodes in treated mice (Figure 7A). Pharma-
cological treatments indicate that preinjection with DNQX and,
more effectively, with NS-102 reduced the number of all of the
episodes counted in Prnp®°Jnk3** mice. Prnp**Jnk3** mice
were almost insensitive to KA, as described earlier (Figure 7A).
Again, both treatments reduced the number of Fluoro-Jade
B—positive cells in the hippocampus (Figure 7B) and the pres-
ence of p-c-Jun in Prnp°©°Jnk3** hippocampus in Western blots
(Figure 7C). In addition, we examined the effect of DNQX and
NS-102 on c-Fos expression, which was overexpressed in the
hippocampus of Prnp®eJnk3*+ mice after KA injections (see
earlier discussion). Blockage of both AMPA/KA receptors and
GluRé6 prevented c-Fos overexpression in CA1 (Figure 7D)
and increased immunostaining of p-ERK1/2 in mossy fibers of
Prnpe’eJnk3*+ (Figure 7E). Measure of the fluorescence in the
mossy fibers with ImageJ software (square regions of interest of
75 % 75 pm, six measures per section) indicates a statistically
significant reduction of 80 and 75% of p-ERK1/2 staining after
DNQX and NS-102 treatments respective (Figure 7F).

Volume 22 September 1, 2011

reasonable to consider that changes in
p-ERK1/2 in Pmp®°Jnk3°/* mice after KA
treatment are mainly associated with the
Prnp®® background. p-ERK1/2 is expressed
by mossy fibers of granule cells, as well as
by reactive, GFAP-positive astrocytes, after
KA treatment; in contrast, JNK activation
mainly takes place in dying neurons (CA1-
CAZ3 pyramidal neurons; Rangel et al., 2007).
Our histological and biochemical analyses demonstrate that an in-
creased number of GFAP-positive cells can be seen in the double-
knockout hippocampus without relevant cell death. These data also
contrast with those obtained with Jnk3°° mice (Yang et al., 1997; de
Lemos et al,, 2010). Although we cannot rule out an effect of acti-
vated p-ERK1/2/GFAP—positive astrocytes on JNK-activated dying
neurons, it seems that intrinsic ERK1/2 phosphorylation (which is not
blocked by deletion of Jnk3) in granule cells could participate in the
sustained c-jun overexpression in response to KA in a Prnp®® back-
ground. On the other hand, c-jun was upregulated in Prnp™©Jnk3°%
mice after KA treatment, but no neurodegeneration was observed
when compared with both Prmp*+Jnk3*+ and Prnp®®Jnk3** mice in
brain sections when examined by different methods (Fluoro-Jade B
or TUNEL). Thus c-Jun overexpression cannot be associated with
cell death and needs to be phosphorylated by JNK3 to induce cell
death. Indeed, JNK3 phosphorylates c-Jun at Ser-63 and Ser-73,
and abrogation of c-Jun phosphorylation using alanine mutants for
c-Jun at Ser-63 and Ser-73 confers resistance to epileptic seizures
and neuronal apoptosis induced by KA (Behrens et al., 1999). On
the other hand, c-fos was upregulated only in dying Prnp®°Jnk3*+
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lation of p53 follows the activity pattern of

& o JNK3 (only activated in Prnp®©Jnk3* after

KA treatment). This is compatible with the

recent proposal that p53 activation after
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i’ tivity (Choi et al., 2011).
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hippocampal slice cultures from Prnp*+Jnk3++ and Prap®/°Jnk3+* mice treated with 0.1 M PBS or U™ Ieadsl to JNK3 activation among that
150 uM KA for 2 h in the presence or absence of JNK inhibitors SP600125 (20 uM) and TAT.JIp  of other kinases.

(10 pM) as indicated. Twenty-four hours after treatment slices were incubated with Pl. Note the As mentioned, PrP® has been detected
incorporation of Pl in dying cells in KA-treated slices from Prnp®/°Jnk3"* mice. (C) Histogram in axon and synaptic contacts, although
illustrating quantitative results of A. Histograms represent the mean + SEM of three whether its location is presynaptic or post-
independent experiments. Asterisks in C indicate statistical significance (***p < 0.001, ANOVA synaptic is not fully determined (Fournier
test). Abbreviations as in Figure 1. Scale bars, B, 100 pm. et al., 2000; Fournier, 2008). Here we report

that a fraction of PrP® localized to the PSD,
cells, and Jnk3 deletion did not totally decrease cfos levels, sug-  where neurotransmitter receptors are located. Recent studies in-
gesting its implication in different KA-signaling mechanisms. In ad-  dicate that PrP® is a constitutive basal protector against NMDA-
dition, our data also implicate p53 in these results since phosphory-  mediated toxicity. Deletion of the Prnp gene induces enhanced
3048 | P Carullaetal Molecular Biology of the Cell
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(A)

2009), which demonstrated that enhanced
neurotoxicity to KA in hippocampal slices of
Prnp®/® mice has both a KA receptor and a
NMDA receptor component. However, the

&

115KDa ~

0
.§Q
(9]

B oo
o]

molecular mechanism by which PrP< inhibits
NMDA and KA receptors is unclear. PrP®
may either influence agonist binding, favor

95 KDa= s

-

the closed state of the channel, or interfere
with the signal transmission, thus forming a

— . -PSD-95

30KDa~ W ‘

negative modulator complex (Steele, 2008).

c .
-PrP In any case PrP® expression does not appear

to be critical for neuronal glutamate trans-

| Prnp** Jnk3™ I Prnp*°Jnk3™ I

Prnp**Jnk3*" |

port (Thais et al., 2006). Irrespective of the

(B)
IP:

molecular mechanisms responsible for these
effects, our data indicate that PrP< (both for
KA and NMDA receptors) inhibits gluta-
matergic neurotransmission and that the
absence of PrP¢ enhances neurotoxic sig-

95 KDa -~

naling. Furthermore, it is tempting to specu-
late on a similar protective effect in other
brain injuries that share a similar activation

115KDa~ S

mechanism through the receptor complex
GluR6/7-PSD-95-MLK3, where signaling is
transmitted downstream into the JNK3

- GIuR6/7

L IL
HPC Extract

©)

pathway. Further studies would be needed
to confirm this hypothesis. In this regard, in-
creased levels of PrP< in plasma have been
found after acute ischemia in rats and in hu-
man stroke patients (Mitsios et al., 2007).
Indeed, Weise et al. (2004) suggested that
the extent of the up-regulation of PrP® in
ischemic brains depends on the severity of

115KDa =

e e . GlURG/7

ischemia and may therefore reflect the ex-
tent of ischemia-induced neuronal damage.
We believe that discerning the functional

1 1,04 1,01

0,08 *0,12 £0.20

2,13 roles of PrP® at the synapse, as well as its

specific interacting partners in normal and

INPUT

- KA - KA + KA

pathological conditions at the synapse,
would help us to understand neurotoxicity

N

in synapse-associated neurodegenerative

IP: Con Ab WB: GIuRé6/7 IP: PSD-95 WB: GIuR6&/7
FIGURE &: PrPC¢ interacts with PSD-95 and glutamate receptor 6/7. (A) Hippocampus from
KA-injected Prnp™*Jnk3**, Prmp®° Jnk3"*, and Prnp®°Jnk3°® mice was fractionated by
differential centrifugation in order to purify PSD fraction. Fractions were separated by SDS—
PAGE, followed by immuncblotting with the indicated antibodies. (B) Extracts from total

hippocampus or hippocampal PSD fraction from Prnp*/*Jnk3** mouse were immunoprecipitated

using two PrP¢ antibodies (6H4 and SAF61). Immunoprecipitated samples were separated by
SDS-PAGE, followed by immunoblotting with the indicated antibodies. (C) Prnp*/*Jnk3** and

Prnp®/©Jnk3** mice were injected with KA (6 mg/kg body weight) or PBS and analyzed for 4 h.

Hippocampi were dissected, and cellular extracts were immunoprecipitated with control and

anti-PSD-95 antibodies. Immunoprecipitated samples were developed by Western blot with the

anti-GluRé/7 antibody. Densitometry values are standardized with Prnp*+Jnk3*/* in untreated
cultures, and quantification was represented as fold change + SEM. Notice the increase of
GluRé/7 labeling after PSD immunoprecipitation in Prnp®°Jnk3+* after KA treatment.

diseases and ischemic processes. Figure 8
shows a general scheme depicting the role
of the GluR6/7-JNK3 signaling pathway in
mediating the neurotoxic effects of KA in

mouse hippocampus in the absence of
PrPc.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Prnp knockout mice Zirich | (Pmp®°) were
purchased from the European Mouse
Mutant Archive (EMMA, Monterotondo, It-
aly). Pmp®® mice were backcrossed with

prolonged NMDA-evoked currents in hippocampal neurons, which
increases neuronal excitability and glutamate excitotoxicity (Khosra-
vani et al., 2008). The same authors described changes in some
parameters associated with AMPA/KA-mediated miniature inhibi-
tory postsynaptic currents and y-aminobutyric acid A-mediated
miniature inhibitory postsynaptic currents (Khosravani et al., 2008).
These findings are in concordance with our data (Rangel et al., 2007,
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C57BLé&J mice from 10 generations up to

obtain 92-95% of C57BL6J microsatellite
markers (Charles River background analysis) from the previous 46—
48% of the Zurich | mice. Jnk3 knockout mice were generated as
described elsewhere (Yang et al., 1997). Double-knockout animals
(Prnp°°Jnk3°°) were generated by crossing backcrossed Pmp®?
mice with Jnk3°® mice (with 70-75% of C57BL&J microsatellite
markers). To avoid putative background-specific differences be-
tween mice, all of the experiments were conducted using littermates
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7: AMPA/kainate receptor inhibition decreased the KA-enhanced neurotoxicity in Prnp°°Jnk3"* mice.

(A) Seizures and blinking events for KA-injected mice. Injections were carried out with KA (6 mg/kg body weight), PBS,
and the inhibitors DNQX and NS-102 as indicated on the timeline. (B) Examples of Fluoro-Jade B and DAPI staining in
hippocampal CA1 region of Prmp®/°Jnk3*"* mice 24 h after injection of KA in the presence or absence of DNQX and
NS-102. (C) Western blots of p-c-Jun, c-Jun, and tubulin from the hippocampus of the animals 4 h after injection of KA in
presence or absence of DNQX and NS-102. (D) Photomicrographs of c-Fos immunoreactivity in the hippocampal CA1
region of Prnp®°Jnk3"* mice 24 h after injection of KA in the presence or absence of DNQX and NS-102.

(E) Photomicrographs of p-ERK1/2 immunoreactivity in the hippocampus of Prnp®°Jnk3"* mice 24 h after injection of
KA in the presence or absence of DNQX and NS-102. Representative images from three different experiments are
shown. (F) Histogram illustrating quantitative results of the fluorescence levels analyzed in E. Data are represented as
mean + SEM. Asterisks indicate statistical significance (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; ANOVA test). Abbreviations

as in Figure 1. Scale bars, B, 100 pm; E, 200 pm.

derived from heterozygous (Prnp™°Jnk3°) parents. Specific primers
for Prnp genotyping were designed in our laboratory based on the
original P10 and P3 primers described elsewhere (Bueler et al.,
1992). The Jnk3 knockout mice were genotyped as described else-
where (Kuan et al., 1999). A total of 45 litters were used in the pres-
ent study. All experimental procedures were carried out in accor
dance with the guidelines of the Spanish Ministry of Science and
Technology following European standards.

Reagents and antibodies

KA, PI, SP600125, TAT-JIP peptide, DNQX, NS-102, and antitubu-
lin antibody were from Sigma (Poole, United Kingdom). Anti-
p-ERK1/2, total anti-ERK1/2, p-c-Jun (Ser-63), anti-p-JNK, anti-
p-p53 (Ser-15). and total anti-JNK3 antibodies were from Cell
Signaling (Beverly, MA). Anti—c-Jun antibody was from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-c-Fos was from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Postsynaptic density 95 (anti-PSD-95) and
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glutamate receptor 6/7 (anti-GluRé/7) antibodies and Fluoro-Jade
B were from Millipore (Billerica, MA). SAFé1 antibody was from
Spi-Bio (Cayman Chemical, Massy, France), and 6H4 antibody was
from Prionics (Schlieren, Switzerland). SYBR green was from Roche
(Basel, Switzerland).

KA injections

To induce convulsive nonlethal seizures in mice, we developed a
progressive KA treatment by administering several consecutive in-
traperitoneal (i.p.) injections of the glutamate agonist KA dissolved
in 0.1 M PBS, pH 7.2 (Rangel et al., 2007). PBS 0.1 M, pH 7.2 (vehi-
cle), was injected as control. Adult animals (Prnp®°Jnk3+*; 2-3
mo old) were weighed and i.p. injected with two injections of KA
(6 mg/kg body weight) at time 0 and 30 min. Seizure intensity after
KA injections was evaluated as described previously during the 4 h
after the first KA injection (Peng etal., 1997; Lee et al., 2000). Tissue
samples were analyzed at the indicated times.
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FIGURE &: Proposed scheme illustrating the neurotoxic effects of KA
in mouse hippocampus in the absence of PrPC. In the absence of Prnp
(knockout, siRNA), KA activates neurotoxic signaling in the
hippocampal cells, favoring the interaction of PSD-95 with GluRé/7,
inducing c-Jun and c-Fos overexpression and JNK3 activation, which,
in turn, provokes the phosphorylation of c-Jun, leading to
neurotoxicity and cell death.

Immunohistochemistry

After KA treatment, mice were perfused with phosphate buffered
4% paraformaldehyde, pH 7.3, postfixed overnight in the same fixa-
tive, and cryoprotected in 30% sucrose. Coronal sections (30 pm
thick) were obtained in a freezing microtome (Leica, Wetzlar,
Germany). Free-floating sections were rinsed in 0.1 M PBS, and en-
dogenous peroxidases were blocked with 3% H202 and 10% meth-
anol dissolved in 0.1 M PBS. After extensive rinsing, sections were
incubated in 0.1 M PBS containing 0.2% gelatin, 10% normal serum,
0.2% glycine, and 0.2% Triton X-100 for 1 h at room temperature.
Sections were then incubated overnight at 4°C with the distinct pri-
mary p-ERK1/2 and GFAP antibodies. After washing in 0.1 M PBS
containing 0.2% Triton X-100, sections were incubated with Alexa
Fluor 488— and/or Alexa Fluor 568-tagged secondary antibodies
(1:200 diluted; Molecular Probes, Eugene, OR), washed in 0.1 M,
PBS counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI;
1 uMin 0.1 M PBS; 10 min), and mounted in Fluoromount (Vector
Labs, Burlingame, CA). Dying cells in histological sections were
measured using the 57100 ApopTag peroxidase in situ apoptosis
(TUNEL) detection kit, following the manufacturer's instructions
(Chemicon, Temecula, CA).
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Fluoro-Jade B staining of dying neurons in brain sections
Coronal brain sections were obtained as described and rinsed for
2 hin 0.1 M Tris, pH 7.4, mounted, and air dried at room tempera-
ture overnight. The next day, sections were pretreated for 3 min 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%
KMnO, for 15 min. 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, and coverslipped with Eukitt
(Merck, Darmstadt, Germany) and examined using an Olympus
(Hamburg, Germany) BXé61 epifluorescence microscope.

Neuronal primary cultures and treatments

Primary hippocampal neurons were prepared from the hippocam-
pus of perinatal (embryological day 18 to day of birth) animals.
Briefly, hippocampal neurons were grown on dishes coated with
poly-o-lysine (30 pug/ml) in Neurobaszl medium supplemented with
B27, 0.5 mM glutamine, 12.5 mM glutamate, and antibiotics (all
purchased from Invitrogen, Carlsbad, CA). At 9 d in vitro (DIV), hip-
pocampal neurons were infected with lentivirus carrying the eGFP
construct (Morales et al., 2008) or the siRNA for Pmp. Lentiviral par-
ticles were produced by transient transfection of 293FT cells with
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), using Mission short hairpin RNA
prion protein NM_011170 (Sigma), the second-generation packag-
ing construct psPAX2 (Tronolab, Lausanne, Switzerland), and the
envelope plasmid pMD2G (Tronolab). 293FT cells were cultured in
DMEM supplemented with 10% fetal calf serum and without antibi-
otics before transfection. Medium was changed and supplemented
with antibiotics after 6 h. Vector supernatants containing viral parti-
cles were harvested ~24 and 48 h later and concentrated by ultra-
centrifugation (2 h at 26,000 x g at 4°C). After 5 d of infection, cul-
tured neurons were treated with KA (150 uM dissolved in 0.1 M PBS;
for 8 h). After treatment, cultures were rinsed twice in KA-free cul-
ture medium. The next day, cultures were incubated for 2 h with
WST-1 reagent (Roche), and the absorbance (450 nm) was measured
in a multiwell plate reader (Merck ELISA System MIOS).

Organotypic slice cultures of hippocampus
Hippocampal slice cultures were prepared from day of birth as de-
scribed elsewhere (Stoppini et al., 1991, 1993; del Rio and Soriano,
2010). Animals were anaesthetized, and brains were removed asep-
tically from the skull. Horizontal slices (325-350 pym thick) of the hip-
pocampus were obtained using a Mcllwain tissue chopper (Mickle
Laboratory, Guildford, United Kingdom). Sections were maintained
and selected in cold MEM supplemented with glutamine (2 mM;
MEM dissecting salt solution) for 45 min. Selected slices were then
cultured using the membrane interface method (Stoppini et al.,
1991). Slices were placed on 30-mm-diameter sterile membranes
(Millicell-CM, Millipore) and transferred to six-well tissue culture
plates (Nunc, Roskilde, Denmark). Cultures were incubated with
1.2 ml of culture medium (50% MEM, 25% horse serum, 25% Hank's
buffered salt solution, containing 2 mM glutamine and 0.04%
NaHCO3, adjusted to pH 7.3). The membrane cultures were main-
tained in a humidified incubator at 37°C in 2 5% CO, atmosphere.
The medium was changed every 2 d. All culture reagents were pur-
chased from Invitrogen-Life Technologies (Merelbeke, Belgium).
Neuronal death after treatments in organotypic slice cultures
was monitored by Pl uptake (Rangel et al., 2007). After 9 d of cul-
ture, hippocampal slice cultures were serum deprived for 3 h, and
150 pM of KA was added. Cultured were exposed to protein JNK
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inhibitors (SP600125 20 uM or TAT-JIP 10 uM) for 45 min before KA
treatment. After treatment, slices were rinsed twice in KA-free
culture medium. The next day, slices were incubated for 2 h with
1 pg/ml of Pl dissolved in culture medium. Pltreated slices were
fixed for 1 h with 4% buffered paraformaldehyde, pH 7.2. After rins-
ing, cultures were mounted in Fluoromount and photodocumented
in an Olympus confocal microscope. To determine the maximum Pl
fluorescence for quantification, total fluorescence in the pyramidal
layer of the hippocampus was measured in a 500-pm segment of
the layer in the CA1-CA3 regions after incubation with 10 mM glu-
tamate for 10 min, using Quantity One Imaging and Analysis soft-
ware (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, United Kingdom).

PSD purification from mice hippocampus

The PSD fraction was purified from adult mice (10-12 mo old) as
indicated (Coba et al., 2009). Briefly, tissue was weighed, and 1 ml
of homogenization buffer (0.32 M sucrose, 10mM 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid [HEPES], pH 7.4, 2 mM EDTA,
2.5 mM N-ethylmaleimide, containing protease and phosphatase
inhibitors) was added for every 125 mg of tissue. Samples were ho-
mogenized in a glass—Teflon Dounce homogenizer (40 strokes) and
centrifuged at 800 x g for 10 min at 4°C. The supernatant was cen-
trifuged at 10,000 x g for 15 min at 4°C, and pellet was resuspended
in 0.5 ml of Triton buffer: 50 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM EDTA, 5 mM
EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM N-ethylmaleimide, containing pro-
tease and phosphatase inhibitors) for every 125 mg of tissue.
Samples were centrifuged at 50,000 x g for 30 min at 4°C, and the
pellet was resuspended in 125 pl of resuspension buffer—50 mM
Tris, pH 7.4, 1% SDS (when used for Western blotting) or 50 mM Tris,
pH 8.5, 1% deoxycholate (when used for immunoprecipitation
experiments)—for every 125 ug of tissue. Samples were incubated
for 10 min at room temperature and centrifuged at 50,000 x g for
15 min at 4°C.

Western blotting

Tissue samples from the hippocampus of KA-treated or vehicle-
treated mice were homogenized (10% wt/vol) in ice-cold lysis buf-
ter—50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM 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
centrifuged at 15,000 x g for 20 min. After protein quantification,
tissue extracts were boiled in Laemmli sample buffer at 100°C for
5 min, followed by 6-10% SDS-PAGE electrophoresis, electrotrans-
ferred to polyvinylidene fluoride (PYDF) membranes (Millipore), and
processed for immunoblotting and the ECL Plus kit (Amersham-
Pharmacia Biotech, GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ).

Immunoprecipitation

Cell extracts from total hippocampus or hippocampal PSD fractions
were used for immunoprecipitation experiments. For total hip-
pocampus, cell extracts were processed as indicated for Western
blot. After protein quantification, 1 mg of hippocampal protein ex-
tract was mixed with 10 pl of protein A/G-Sepharose (Sigma) previ-
ously equilibrated with lysis buffer—50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1.5 mM MgCly, 10% glycerol, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, and protease and phosphatase in-
hibitors—for 2 h (preclearing). Samples were centrifuged, and the
supernatant was mixed with the indicated immunoprecipitation an-
tibodies plus 10 pl of protein A/G-Sepharose overnight at 4°C. The
immunocomplexes were washed in lysis buffer and once in lysis buf-
fer plus 0.25 M NaCl. For immunoprecipitation from PSD hippocam-
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pal fractions, PSD fractions were diluted with RIPA buffer: 150 mM
NaCl, 1.0% IGEPAL CA-630, 0.5% sodium deoxychaolate, 0.1% SDS,
and 50 mM Tris, pH 8.0, up to 500 pl. Samples were processed as
described earlier but using RIPA buffer instead of lysis buffer for im-
munoprecipitation washes. Proteins attached to Sepharose beads
were eluted with SDS-PAGE sample buffer, subjected to SDS-PAGE,
transferred to PVDF membranes, and probed with the GluRé/7 and
PSD-95 antibodies.

RT-qPCR

RT-gPCR was performed on total RNA extracted with the mirVana
isolation kit (Ambion, Austin, TX) from the hippocampus of analyzed
mice. Purified RNAs were used to generate the corresponding cD-
NAs, which served as PCR templates for mRNA guantification. The
primers used in this study for RT-qPCR validation are given in Sup-
plemental Figure S1. PCR amplification and detection were per-
formed with the Roche LightCycler 480 detector, using 2x SYBR
Green Master Mix (Roche) as reagent, following the manufacturer’s
instructions. The reaction profile was as follows: denaturation—acti-
vation cycle (35°C for 10 min) followed by 40 cycles of denaturation—
annealing—extension (95°C, 10 min; 72°C, 1 min; 98°C, continuous).
mRNA levels were calculated using the LightCycler 480 software.
The data were analyzed 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 cali-
brator samples were normalized by the relative expression of a
housekeeping gene (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
[GAPDH)).

Statistical analysis

All data are presented as mean = SEM. Pairwise one-way analysis of
variance (ANOVA) with Newman-Keuls multiple comparisons test
was used for comparison. The operations were performed using
Systat Software (Chicago, IL) or Statgraphics (StatPoint Technolo-
gies, Warrenton, VA). Statistical significance was set at *p < 0.05,
**p < 0.01, and ***p < 0.001.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

RT-gPCR

Gene Sequence 5-3' Length

c-fos Forward ACCATGATGTTCTCGGGTTTCAA 23
Reverse GCTGGTGGAGATGGCTGTCAC 21

c-jun Forward TGAAAGCTGTGTCCCCTGTC 20
Reverse ATCACAGCACATGCCACTTC 20

cox-2 Forward CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG 22
Reverse TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC 26

gapdh Forward AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 21
Reverse TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 23

Genotyping

Gene Sequence 5-3' Length

Jnk3 MJ3F3 CGTAATCTTGTCACAGAAATCCCATAC 27
MJ3B3 CCTGCTTCTCAGAAACACCCTTC 23
PGKP1 CTCCAGACTGCCTTGGGAAAA 21

Supplementary Figure 1. List of primers used in the study.

| 105






RESUMEN DE RESULTADOS
Y DISCUSION

0000000000






Resumen de resultados y discusién

“Prion”. Es el término que utilizé Stanley B. Prusiner para denominar al agente infeccioso
causante de las prionopatias o EETs (Prusiner, 1982). Su descubrimiento llevdé a centrar la
atencion en PrPC, una glicoproteina endégena de membrana, de funcién desconocida, que se
expresaba principalmente en el SNC (Linden et al., 2008). Aunque algunos estudios in vivo con
animales transgénicos sugieren que la neurodegeneracion caracteristica de las EETs es
consecuencia de la ganancia de toxicidad de PrP°® por su conversion a PrpS°© (Mallucci et al.,
2002), no podemos descartar que la consecuente reduccién de los niveles de la proteina
endogena pueda estar contribuyendo al desarrollo de la enfermedad (Hetz et al., 2003). De ahi
que el estudio de la funcién fisiolégica de PrP° sea importante para entender la fisiopatologia
de este grupo de enfermedades.

A pesar de que los niveles de expresion de PrP° en el raton adulto se muestran practicamente
invariables, si se ha descrito una regulacion durante el desarrollo del SNC (Miele et al., 2003,
Tremblay et al., 2007, Benvegnu et al., 2010). Se ha observado que esta proteina va
incrementando desde edades embrionarias hasta las primeras semanas postnatales, y se cree
que su expresion es preferente en el hipocampo, sobre todo en las células piramidales y las
células granulares del giro dentado (Lazarini et al., 1991, Benvegnu et al., 2011). Sin embargo
todavia existe cierta controversia sobre la localizacidén espacial de PrPC. Aunque se han
desarrollado gran diversidad de anticuerpos para detectar la proteina (Polymenidou et al.,
2008), su gran variabilidad supone una seria dificultad técnica a la hora de localizar esta
proteina en secciones de tejido o cultivos celulares mediante técnicas de inmunohistoquimica.
Otras aproximaciones, como el desarrollo de animales transgénicos que expresan la proteina
unida a GFP, han intentado corroborar estos datos (Barmada et al., 2004). No obstante, a dia
de hoy, la regulacién espacial de PrP° durante el desarrollo esta atn determinar.

Aun asi, esta precisién celular, espacial y temporal en los cambios de expresién de PrP¢
sugiere un rol pleiotropico de la proteina pridnica durante la embriogénesis (Manson et al.,
1992), tanto durante la proliferacion como la diferenciacion celular, asi como un papel esencial
en el mantenimiento de la funcién neuronal y plasticidad sinaptica posteriormente en la edad
adulta (Steele et al., 2006).

Pero, ¢cémo la modulacién de los niveles de PrP® puede ayudarnos a conocer la funcion
fisiolégica de la proteina? La controversia existente sobre la pérdida de funcidén vs ganancia de
toxicidad de PrP® ha llevado a realizar experimentos de sobreexpresion y silenciamiento de
PrPC in vitro, mediante el uso de lineas celulares e in vivo, mediante la generacion de animales
transgénicos que no expresan la proteina (Steele et al., 2007), que la sobreexpresan
(Westaway et al., 1994) o que expresan formas truncadas de ésta (Shmerling et al., 1998,
Baumann et al., 2009). Los resultados han sido mas que sorprendentes, implicando a PrP® en
procesos de: i) supervivencia celular (Kim et al., 2004, Yu et al., 2012), ii) sefalizacion
intracelular (Mouillet-Richard et al., 2000, Hugel et al., 2004), iii) neuroproteccion (Brown et al.,
1997, Walz et al., 1999, Brown et al., 2002, Rangel et al., 2007, Khosravani et al., 2008, Fleisch
et al., 2013), iv) diferenciacion celular y proliferacion (Steele et al., 2006, Morel et al., 2008,
Loubet et al., 2012), v) adhesion celular (Malaga-Trillo et al., 2009) o vi) regulacién sinaptica
(Collinge et al., 1994), entre otros.
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Con todas estas evidencias descritas, queda claro que una variacion en los niveles de
expresion de PrPC resulta en la alteracion de multiples funciones celulares. Sin embargo, estas
aproximaciones no siempre permiten revelar los mecanismos moleculares implicados. Es l6gico
pensar que una proteina que puede estar actuando en la membrana celular en asociaciéon a
elementos de sefializacion (Mouillet-Richard et al., 2000, Hugel et al., 2004) pueda provocar
alteraciones en multiples vias intracelulares si se modifica su expresion. En base a esto, los
estudios high-throughput de protedbmica y gendémica funcional constituyen un sistema idéneo
para abarcar ampliamente los cambios moleculares producidos bajo diferentes condiciones
experimentales.

A dia de hoy, el uso de este tipo de técnicas de screening ya ha proporcionado gran cantidad
de informacioén relevante sobre los procesos implicados en la patologia pridnica (Crecelius et
al., 2008, Zafar et al., 2011, Basu et al., 2012), aunque los resultados obtenidos de modelos in
vivo no correlacionan completamente con las observaciones realizadas in vitro (Llorens et al.,
2013b).

Los estudios gendmicos y protedmicos realizados hasta el momento incluyen diferentes lineas
celulares, entre las que encontramos fibroblastos deficientes de PrP°© (Satoh et al., 2000) o
células HEK293 (Satoh and Yamamura, 2004), progenitores neuronales (Li et al., 2005) y
células gastricas SGC7901 (Liang et al., 2007) transfectadas de forma estable o transitoria con
la proteina. De estos analisis destaca la regulacion de genes de adhesioén y proliferacion celular
(p.e. ciclina D1, ciclina B1 o c-myc), canales y proteinas de interaccion dependientes de calcio
o proteinas asociadas a estrés oxidativo y apoptosis, entre otras. Por otro lado, los datos de
expresién en modelos in vivo (Crecelius et al., 2008, Chadi et al., 2010, Benvegnu et al., 2011,
Stella et al., 2012) corresponden a muestras de ratones wild type o Prnp-knockout en diferentes
estadios de desarrollo, e indican la existencia de cambios moderados entre animales jovenes y
adultos (ver (Llorens et al., 2013b) para revision).

Dos estudios realizados en nuestro laboratorio, previos al inicio de esta Tesis Doctoral,
complementan esta informacion. El primerio de ellos, consiste en un analisis comparativo de
expresién génica en muestras de hipocampo de ratones adultos wild type, Prnp-knockout y
Tg20. Este ensayo va dirigido a estudiar la regulacion de mecanismos de neurotransmision y
excitabilidad neuronal por parte de PrP°, pues se habian observado alteraciones
neurohistopatolédgicas y electrofisiolégicas in vivo en estos ratones transgénicos (Rangel et al.,
2009). Este estudio ha permitido identificar 336 genes regulados en el ratbn Tg20 en
comparacion con el wild type, 129 de los cuales coinciden con los 404 genes regulados en el
ratén knockout, se co-regulan en la misma direccion y pertenecen a vias de: i) ubiquitinacion, ii)
metabolismo de fosfolipidos, iii) sefalizacion por receptores GABA, iv) metabolismo de
glutamato y v) sefializacion de calcio, entre otras. La validacion por RTqPCR (reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real) de algunos de estos genes confirma la
regulacion a la alza o a la baja de subunidades de receptores GABA, y AMPA/KA en ambos
genotipos respecto al control. Esta expresion diferencial de los receptores de glutamato se
suma a las descritas previamente (Telfeian et al., 2000, lihara et al., 2001, Macdonald et al.,
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2004) y apoya los indicios existentes de un rol de PrP® en el control de la excitabilidad
neuronal.

El segundo estudio de microarrays corresponde a un modelo celular de neuroblastoma (N2a)
con bajos niveles endogenos de PrPC, tras silenciamiento y sobreexpresion transitoria de esta
proteina. Los resultados indican la regulacibn de 259 y 357 genes respectivamente,
involucrados principalmente en ciclo celular. No obstante, entre los 27 genes validados por
RTgPCR, también se identifican genes relacionados con procesos de proliferaciéon (p.e. ccnd1,
ccne2, Cdk2 o c-fos), diferenciacion (p.e. Egr1), crecimiento neuritico (p.e. SNAP25 o0 Gap43) y
trafico intracelular (p.e. Stx7, Stx8 o Rab7), entre otros. Cabe destacar la regulaciéon a la alza y
a la baja de la ciclina D1, cuya asociacién a Prp°® y su implicacién en procesos proliferativos ya
habia sido descrita previamente (Satoh et al., 2000, Liang et al., 2007). La regulacion de SNAP-
25, involucrada en procesos de trafico vesicular, recaptacion de neurotransmisores y regulacion
de calcio en respuesta a sefiales glutamatérgicas, también es un dato a remarcar. Ademas, sus
cambios de expresion son coincidentes con los observados a nivel de proteina en muestras de
membrana de células granulares de cerebelo procedentes de animales Pran'/+ y PrnpO/O (Stella
etal., 2012).

Probablemente, la funcion de PrP® mas validada y corroborada en estos estudios gendémicos y
proteémicos es la de su participacion en la biologia del cancer, hasta el punto de ser propuesto
como posible biomarcador de la progresion de esta enfermedad (Li et al., 2009, de Wit et al,,
2012).

Esta Tesis Doctoral es la continuacion de estos dos ultimos estudios funcionales en modelos
celulares y animales, que involucran a la proteina pridénica en el mantenimiento de la actividad
sinaptica (Rangel et al., 2009) y en la regulacion de los procesos de proliferacion vy
diferenciacion celular (Llorens et al., 2013a), respectivamente. La persecucion de los objetivos
planteados nos ha llevado a estudiar mas en detalle los mecanismos moleculares por los que
PrP°© puede estar modulando estas funciones fisiologicas. Los resultados obtenidos se
presentan en el capitulo | y Il de esta tesis. En el primero nos hemos centrado en el estudio in
vitro de la regulacion del ciclo celular y la neuritogénesis por interaccion de PrP® con EGFR,
mientras que en el segundo se describe la regulacion in vivo de la sinapsis glutamatérgica por
interaccion de PrP® con la subunidad GIuR6 de los iGIuRs.

1.1. PrP° controla la progresion del ciclo celular

La clara sobrerepresentacion de genes involucrados en ciclo celular y proliferacién en el
modelo de neuroblastoma nos ha llevado a corroborar in vitro la participacion de PrP® en estos
procesos celulares. Ademas, los experimentos realizados también nos han permitido entrar en
detalle en los mecanismos moleculares implicados.
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La expresion de PrP€ correlaciona con los niveles proliferativos en células N2a

La evaluacién de los efectos de la expresion de PrP° sobre el patrén proliferativo de las células
N2a se ha llevado a cabo mediante diferentes aproximaciones (citometria de flujo (FACS),
deteccion de KI67 y ensayo WST-1) en las mismas condiciones experimentales en que se
habia realizado el ensayo de microarrays. Para la sobreexpresion de PrP°, las células N2a se
han transfectado con pcDNA-PrPC, mientras que el silenciamiento se ha realizado mediante la
transfeccion de un RNA de interferencia para PrP® (siRNA-PrP°), con un efecto transitorio
sobre los niveles de esta proteina.

Nuestros resultados indican, tanto en cultivos de N2a asincrénicos como sincrénicos (por
deprivacion y posterior reestimulacion con suero), que la sobreexpresiéon de Prp°® produce un
incremento en la proliferacion celular, mientras que lo contrario ocurre tras su silenciamiento.
Efectos similares se han observado en otros tipos celulares. En células de cancer gastrico se
ha descrito una mayor tasa proliferativa y tumorogénesis asociadas a altos niveles de PrP° (Du
et al., 2005, Liang et al., 2006, Pan et al., 2006, Liang et al., 2007). Lo mismo se ha observado
en otros tipos de cancer, como el glioma (Erlich et al., 2007), el cancer mamario (Diarra-
Mehrpour et al., 2004) o el colorrectal (Du et al., 2013), en los que Prp° parece actuar como un
inductor de metastasis a través de la modulacion de las vias ERK1/2 o AKT o de factores como
STIM1. Se ha demostrado que este efecto puede ser revertido por silenciamiento de PrPC,
inhibicién o eliminacién de la region de los octarepeats (Du et al., 2005, Pan et al., 2006, Du et
al., 2013). Asimismo, se han descrito alteraciones proliferativas a nivel del sistema inmunitario
(Mabbott et al., 1997) o hematopoyético (Zhang et al., 2006), que correlacionan positivamente
con los niveles de PrP°.

Sin embargo, en el SNC, Prp°© parece ejercer roles opuestos durante la embriogénesis y el
animal adulto. El silenciamiento de PrP® produce tasas proliferativas incrementadas en células
madre embrionarias (Lee and Baskakov, 2010) asi como en precursores neuronales (Kim et al.,
2005, Steele et al., 2006) y oligodendrocitos (Bribian et al., 2012), con afectacion posterior de la
diferenciacion celular, pero sin llegar a influenciar las caracteristicas morfométricas del SNC
(Steele et al., 2006). A diferencia, los precursores neurales multipotentes adultos parecen
mostrar un incremento proliferativo dosis-dependiente, segin se observa en estudios
comparativos de animales wild type, Prnp-knockout y Tg20 (Steele et al., 2006).

Estas evidencias hacen pensar en un rol dual de PrP°, acompafando a los procesos de
proliferacion y de renovacion celular pero también en los de diferenciacion durante la
embriogénesis y posteriormente en la edad adulta, en la que quedan latentes ciertos nucleos
proliferativos indiferenciados formados por células madre neuronales (p.e. la SVZ o el DG)
(Gage, 2000, Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). La distribucion localizada de estos
nichos celulares sugiere la influencia de factores neurotréficos (p.e. EGF bFGF) (Craig et al.,
1996, Gritti et al., 1999) asi como de una expresion génica especifica (Kempermann et al.,
1997), destinada a la regulacion del ciclo celular y la multipotencia. Todo indica que PrP° puede
actuar sobre estos procesos como proteina de membrana transductora de sefales (Mouillet-
Richard et al., 2000) o como factor neurotréfico soluble (Lee and Baskakov, 2010).
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PrP° regula la activacion de las vias de sefializacion de ERK1/2 y AKT

En nuestro modelo de estudio, los datos de proliferacion se han complementado con
informacioén de ciclo celular obtenida de ensayos de FACS. El indice proliferativo (PI) indica una
parada del ciclo celular a nivel de la fase G1 en las células silenciadas, mientras que muestra
un incremento a nivel de la fase S y G2/M en células transfectadas con PrP®. A pesar de que
PrP® esta involucrado en fenomenos apoptoticos (Kim et al., 2004), estos no parecen estar
presentes en nuestro sistema de estudio, segun indica la ausencia de rotura proteolitica de
PARP.

Este patron de progresion a través de ciclo celular concuerda con las variaciones descritas en
los niveles de la ciclina D1 (Satoh et al., 2000, Liang et al., 2007, Llorens et al., 2013a). Es
razonable pensar que estos cambios puedan estar desencadenados por alteraciones en vias
de sefializacion intracelular, probablemente de ERK1/2 y AKT, ya que éstas han resultado ser
criticas en la proliferacion y diferenciaciéon de varias lineas celulares (Pene et al., 2002, Roberts
and Der, 2007, Hers et al., 2011). Ademas, existen evidencias, en diferentes modelos celulares,
de que PrP® puede estar ejerciendo un rol regulador sobre estas dos vias de sefalizacién (Pan
et al., 2006, Liang et al., 2007).

Efectivamente, el andlisis bioquimico de la cinética de activacién de estas dos vias ha
mostrado alteraciones significativas dependientes de PrP® en cultivos de N2a reestimulados
con suero bovino fetal (FBS). El silenciamiento de PrP° produce una reduccién en la activacion
de ERK1/2 ademéas de una reduccidn de generalizada de la fosforilacion de AKT. Estas
alteraciones se traducen downstream en la reduccion de la expresion de factores como Egr1 y
p-Elk. Por otro lado, la sobreexpresion de PrP°© produce un incremento de p-AKT, pero sin
efectos destacables sobre la activacién de ERK1/2.

Es bien conocido, que la via MEK-ERK1/2 constituye la principal via de sefalizacion
responsable de integrar las sefales extracelulares (p.e. nutrientes, mitbgenos o factores de la
matriz extracelular) y hacerlas llegar hasta los sistemas de control del ciclo celular y la
proliferacion (ver (Meloche and Pouyssegur, 2007, Mebratu and Tesfaigzi, 2009, Keshet and
Seger, 2010, Roskoski, 2012) para revisién). Ensayos realizados con cultivos de fibroblastos
tratados con diferentes factores de crecimiento (Meloche et al., 1992, Meloche, 1995) han
descrito una cinética bifasica de activacion de ERK1/2 en respuesta a mitdbgenos, consistente
en un pico inicial breve de activacién seguido de una actividad sostenida de ERK1/2 sin la cual
no se podria producir la transicion G1/S del ciclo celular (Roovers and Assoian, 2000, Meloche
and Pouyssegur, 2007). La translocacion de esta quinasa al nucleo celular, donde persiste
durante la fase G1 y reversible tras la eliminacion del mitégeno, lleva la transcripcion de genes
primero de respuesta temprana (IEGs) como Elk1, c-jun o c-fos, y luego de respuesta tardia
como ccnd1 (Lavoie et al., 1996). Esta secuencia de eventos explica el fenotipo observado en
los ratones carentes de c-fos, que muestran defectos en proliferacion debidos en parte a la
incapacidad de entrar en ciclo por reduccién de la activacion de ciclina D1 en respuesta a suero
(Brown et al., 1998), de la misma manera que se produce en el ratén knockout para ciclina D1
(Fantl et al., 1995). La regulacién aberrante de la via MAPK vy, en concreto, de la quinasa
ERK1/2 (Benson et al., 2006), asi como los fallos a nivel de las diferentes ciclinas y CDKs que
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regula (Malumbres and Barbacid, 2009), también contribuyen al desarrollo de tumores por
alteracion en el proceso proliferativo (Roberts and Der, 2007).

La via PI3K/AKT también ha sido involucrada en la respuesta a la estimulacion por mitégenos,
como demuestran ensayos funcionales con formas mutadas de AKT (Bellacosa et al., 1998).
Esta quinasa constituye un elemento clave desde la transicion G1/S del ciclo hasta la formacion
del complejo ciclina E-Cdk2 (Roche et al., 1994), siendo esencial para la iniciacién de la
sintesis de DNA. La relacion PrP°-PI3K/AKT se ha observado in vitro en modelos de células
gastricas en que la inhibicién de AKT suprime la transactivacion de ciclina D1 y consecuente
proliferacion celular de forma dependiente de PrP°® (Liang et al., 2007, Hers et al., 2011). En
linea con esto, cultivos de células N2a que sobreexpresan PrP®, asi como los de células
hipocampicas de animales wild type, presentan unos niveles de PI3K fosforilados mayores
respecto a sus controles Prnp-knockout. Lo mismo ocurre in vivo en estudios comparativos de
muestras cerebrales de animales wild type y Prnp-knockout, pues los segundos presentan una
actividad PI3K un 30% inferior a la del wild type (Vassallo et al., 2005).

Todos estos datos refuerzan nuestra hipétesis de la participacion de las vias ERK1/2 y AKT en
la regulacién de la proliferaciéon de las células N2a.

EGFR como mediador de la seiializacion de PrP® en la membrana celular

Los ensayos de agregacion de PrP® en membrana mediante anticuerpos anti-PrP° (SAF61)
(Mouillet-Richard et al., 2000) nos han permitido demostrar la participacion de la forma anclada
a membrana y no la citosélica de PrPC en la activacion de las vias AKT / ERK1/2 descritas en
nuestro modelo de N2a. Ya hemos comentado anteriormente que la ubicacién de PrP® en los
rafts lipidicos de la membrana (Taylor and Hooper, 2006) hace pensar en esta proteina como
una plataforma de sefalizacién intracelular (Mouillet-Richard et al., 2000, Hugel et al., 2004).
Sin embargo, debido a su estructura y a su anclaje a membrana por un dominio GPI, la
activacién de las vias ERK1/2 y PI3K/AKT por PrP® Gnicamente puede ser posible mediante su
interaccién con proteinas adaptadoras o receptores de superficie (Pawson and Scott, 1997).
Hasta el dia de hoy, varias moléculas de membrana han sido relacionadas con PrP°, ya sea a
través de analisis protedmico de fracciones de membrana (Stella et al., 2012), ensayos de
interaccion (Harmey et al., 1995, Schmitt-Ulms et al., 2001, Spielhaupter and Schatzl, 2001) o
mediante ensayos de inhibicién farmacolégica que resultan afectar la funcion de PrP°® (Monnet
et al., 2004). De entre todas ellas, EGFR cumple con los requisitos de ser un receptor de
membrana, activado en respuesta a factores de crecimiento y capaz de activar las vias de
sefializacion ERK1/2 y PI3K/AKT que vemos reguladas en nuestro modelo (Zwick et al., 1999,
Sturge et al., 2002, Jorissen et al., 2003, Bazley and Gullick, 2005). Ademas, su activacion
puede desencadenar la expresion de elementos reguladores del ciclo celular como ciclina D1
(Humtsoe and Kramer, 2010). Ademas, esta ampliamente descrito que EGFR activa la via
MAPK a través de su interaccion con Grb2 (Sorkin et al., 2000), una proteina adaptadora que a
su vez resulta ser una de las moléculas de interaccion descritas de PrP® (Lysek and Wuthrich,
2004). Estas caracteristicas de EGFR sugieren una participacion de este receptor en la
proliferacion de las células N2a dependiente de PrpP°.
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En un intento por corroborar esta hipétesis hemos llevado a cabo dos aproximaciones. En
primer lugar debiamos demostrar que el factor de crecimiento epidérmico o EGF, que es uno
de los componentes presentes en el suero y principal ligando de EGFR, es capaz por si solo de
reproducir los efectos observados a nivel de sefializacién y ciclo celular. Los resultados
coinciden con los obtenidos inicialmente en respuesta a suero y se ratifican mediante el uso de
inhibidores de PI3K como wortmanina. La segunda aproximacion requiere demostrar la
colocalizacion de PrP°® y EGFR, hecho imprescindible para que PrpP°® pueda regular su actividad
ya sea por fosforilacion o por interaccion directa. Varios estudios habian descrito antes la
ubicacion en los rafts lipidicos de ambas proteinas independientes (Ringerike et al., 2002,
Lewis and Hooper, 2011) y la necesidad de que éstas estuviesen en estas estructuras de
membrana para la correcta transduccién de sefales (Simons and Toomre, 2000), pero ninguno
habia demostrado hasta el momento la interaccion entre ambas. Mediante ensayos de
inmunohistoquimica, fraccionamiento de membrana y co-inmunoprecipitacion hemos podido
confirmar la colocalizacién y consecuente interaccion de ambas proteinas, asi como de otros
miembros del macrocomplejo de sefalizacion de EGFR, como Grb2 y p-Src. Ademas, la
interaccién del receptor con PrP® se incrementa 24 horas después de la estimulacién con EGF,
coincidiendo con una mayor activacion de AKT en células N2a transfectadas con PrPC.
Nuestras observaciones indican que la interaccion PrP®-EGFR modula la actividad y la
dinamica del receptor, complementando y corroborando los datos previos existentes al
respecto in vitro en células GT1-7 neuronales y células tumorales A431 (Monnet et al., 2004,
Solis et al., 2012) o in vivo mediante animales transgénicos knockout (Miettinen et al., 1995) o
mutantes (Sibilia et al., 2003) para EGFR. Estos ultimos muestran fenotipos de desarrollo
alterado o incluso letal por afectacion de los procesos de migracion, proliferacion vy
diferenciacion celular.

De todos estos datos podemos extraer que, en células N2a, PrP° forma parte del complejo
molecular que regula la activacion de EGFR y que, en respuesta a EGF, lleva a la
activacion de las vias ERK1/2 y AKT y posterior regulacion de la proliferacion celular y

otros procesos basicos del desarrollo (Figura 17).

1.2. PrP® regula la dinamica del citoesqueleto de actina.

La sobreexpresion de PrP¢ induce la formacion de filopodios en células N2a

Nuestro modelo de neuroblastoma ha dejado entrever diferencias significativas en la morfologia
que adquieren las células tras la sobreexpresién transitoria de PrP®, incrementando
significativamente el nimero de protrusiones a nivel de membrana en comparacién a su
control. Esta observacion es consistente con lo descrito por Schrock y colaboradores en el
mismo tipo celular (Schrock et al., 2009). Sin embargo, el silenciamiento de PrP® no parece
inducir alteraciones en la morfologia celular, contrariamente a lo que otros autores han
mostrado previamente en células N2a u otros modelos celulares (p.e. Hela, S2 o 1C11)

(Schrock et al., 2009, Loubet et al., 2012). Esto es debido probablemente a diferencias
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experimentales (p.e. diferencias entre expresion estable o transitoria de la proteina) o a una

marcada especificidad celular.

La modulacién del citoesqueleto por parte de PrP°® ya habia sido observada previamente en
otros modelos (ver introduccion), implicada en procesos de diferenciaciébn celular y
neuritogénesis. De hecho, la asociacién de PrP con tubulina se ha demostrado por ensayos
de cross-linking (Nieznanski et al., 2005) y se postula que, mediante esta interaccion, Prp°®
actua como un inhibidor del ensamblaje de microtubulos por estabilizacion de los oligobmeros de
tubulina (Keshet et al., 2000, Nieznanski et al., 2006). Por otro lado, la interaccion de PrP® con
los monémeros de actina también ha sido confirmada por ensayos de coinmunoprecipitacion en
muestras de cerebro, como parte del complejo distrofina-glucoproteina (Keshet et al., 2000).
Finalmente, también se ha observado en cultivos de células madre neuroectodérmicas 1C11
que la deplecion de PrP® afecta la dinamica de los MFs de manera que éstos pierden su
orientacién paralela a la vez que incrementan su estabilidad (Loubet et al., 2012). PrP°©

participa, por lo tanto, en la organizacién dinamica del citoesqueleto.

En nuestro modelo de estudio, el tratamiento de las células N2a con citocalasina D, un potente
inhibidor de la polimerizacion de actina, reduce significativamente las protrusiones de
membrana observadas, corroborando la participacion del citoesqueleto de actina en el
mantenimiento de estas estructuras. Dentro de las posibles estructuras neuronales de
membrana formadas por MFs, PrP° se ha relacionado con la formacion y elongaciéon de
filopodios durante el proceso de neuritogénesis. Concretamente parece ubicarse en las
adhesiones focales (FAs), donde se ha descrito que desempefia un rol positivo en la dinamica
exploratoria de estas estructuras (Schrock et al., 2009, Alleaume-Butaux et al., 2013) en
asociacion a las proteinas reggie/flotilina (Solis et al., 2010) y a integrinas 1 (Loubet et al.,
2012), entre otras. La principal evidencia de esta funcion de PrP® la encontramos in vivo en
células hipocampicas deficientes en PrP°, que presentan una reduccién en el numero de
filopodios asi como conos de crecimiento mas cortos debidos en parte a defectos en la
sefalizacion dependiente de proteinas reggie/flotilina (Solis et al., 2010, Bodrikov et al., 2011),
pero sin afectar la adquisicion de la polaridad neuronal. Se ha descrito que las proteinas
reggie/flotilina, activadas por PrPC, se asocian a cascadas de sefializacién (p.e. Fyn, MAPK,
Exo70 o TC10) que inducen el crecimiento axonal tanto mediante el trafico polarizado de cargo
(p.e. cadherinas) como por su accion sobre el citoesqueleto de actina (Malaga-Trillo et al.,
2009, Munderloh et al., 2009, Stuermer, 2010). En concordancia con esta idea, el
silenciamiento de reggie también se traduce en la detencién de la elongacién neuritica en
células hipocampicas asi como la reduccion de filopodios y neuritas en células N2a (Munderloh
et al., 2009, Bodrikov et al., 2011). Esto indica la importancia de los clusters PrP°-
reggie/flotilina, también presentes en otros puntos de la membrana, en la diferenciacién

neuronal.

El papel de PrP® en la neuritogénesis también se ha corroborado in vitro mediante cultivos de

células 1C11 o PC12 neuronales, deficientes en Prp° por silenciamiento mediante siRNA
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(Loubet et al., 2012). En estas condiciones, la falta de PrP° se traduce en la imposibilidad de
formacion de neuritas durante el proceso de diferenciacion neuronal, reversible mediante la
posterior transfeccion de niveles especificos de PrP®. En conexion con esta idea, también se
ha descrito en células N2a que la formacién y crecimiento neuritico viene influenciado por los
niveles de PrP°® (Watanabe et al., 2012) y que su accion no implica el dominio N-terminal de la
proteina, pues su eliminacién no altera su funcién reguladora durante la neuritogénesis en

precursores neuroepiteliales ML (Barenco et al., 2009).
EGFR modula la actividad de las Rho GTPasas via AKT

Si reanalizamos los datos de microarrays en N2a que han servido de punto de partida de este
estudio, encontramos que la sobreexpresion de PrP° se acompana de la regulacién de genes
implicados en el mantenimiento de la funciéon sinaptica (p.e. SNAP25) asi como en el
crecimiento del cono axonal (p.e. Gap43 o Nm1) y en (Llorens et al., 2013a). Esto hace pensar
que la regulacién de la neuritogénesis por parte de PrP® va asociada a su funcién transmisora
de sefales intracelulares. De hecho, se ha observado que la inhibiciéon de intermediarios de
sefializacion asociados a PrP®, incluyendo quinasas Src, la proteina quinasa C (PKC) o PI3K,
revierte en parte o totalmente el crecimiento axonal en cultivos primarios neuronales (Chen et
al., 2003, Kanaani et al., 2005).

En concordancia con estos datos, el tratamiento con wortmanina, un inhibidor de PI3K, de
nuestras células N2a transfectadas con PrP® resulta en la disminucion del numero de
filopodios, indicando que la formacion de estas estructuras se regula en parte a través de la
activacion de esta via de sefalizacion. Estos resultados coinciden con lo reportado en células
de hipocampo en que la inhibicién de PI3K con wortmanina o LY409002, asi como la inhibicién
de ERK1/2, bloquea la formacion del axén. En el mismo modelo, la expresion de formas
constitutivamente activas de PI3K produce la generacioén de multiples axones (Yoshimura et al.,
2006). Esta hipétesis se refuerza mediante ensayos de inmunohistoquimica que han localizado
la forma activa de AKT concentrada en los conos de crecimiento en neuronas de hipocampo
polarizadas (Shi et al., 2003).

Entre las dianas descritas de la via PI3K/AKT encontramos las GTPasas de la superfamilia
Rho. Concretamente Cdc42 tiene una funcion esencial en la formacién de filopodios y la
neuritogénesis (Sturge et al., 2002). Los modelos transgénicos generados in vivo mutantes
para esta GTPasa muestran defectos en especificidad axonal, probablemente por alteraciones
en la regulacién de cofilina derivada de la falta de esta proteina (Garvalov et al., 2007).
Asimismo, los ensayos in vitro también demuestran la participacion de esta GTPasa mediante
experimentos de ganancia y pérdida de funciéon. Segun estas aproximaciones Cdc42 regula la
polimerizacion del citoesqueleto de actina a través principalmente de la formacion del complejo
de nucleacion N-WASP-Arp2/3 (Carlier et al., 1999), ya que la sobreexpresiéon de N-WASP
también favorece la formacion de filopodios (Miki et al., 1998). Sin embargo, no podemos

descartar la participacion de otras GTPasas (p.e. RIF, Ras, RhoA) en este proceso, ya que la
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formaciéon de estas protrusiones también se da en ausencia de Cdc42 (Czuchra et al., 2005,
Pellegrin and Mellor, 2005, Yoshimura et al., 2006).

El uso de dominantes negativos de las Rho GTPasas (Rac1(N17), RhoA(N19) y Cdc42(N17))
asi como de N-WASP (N-WASP-AGBD) en nuestro modelo de N2a transfectadas con PrP® nos
ha confirmado que la formacion de filopodios observada es dependiente de estas RhoGTPasas
(Figura 17), aunque mayoritariamente de Cdc42, via N-WASP, sin descartar la posible
implicacion de RhoA en la polimerizaciéon del citoesqueleto de actina a través de la activacion
de ROCK-LIMK1 y cofilina (Luo, 2000, Ridley, 2006). Existen indicios, sin embargo, del papel
negativo de RhoA sobre el crecimiento neuritico. Se ha visto que la expresion de formas
constitutivamente activas de RhoA o ROCK inhiben el proceso de neuritogénesis por
estabilizacion excesiva de los MFs (Bito et al., 2000). Esto deja entrever la importancia de un
equilibrio entre los diferentes mecanismos reguladores del citoesqueleto de actina en el

proceso de generacion de neuritas.

¢(Pero a través de qué intermediario localizado en la membrana celular regula PrP° la
formacion de filopodios en células N2a? Si tenemos en cuenta que en las condiciones
experimentales en las que describimos un crecimiento de filopodios también observamos un
incremento de p-AKT dependiente de EGFR, podemos hipotetizar que la interaccién de PrP®-
EGFR descrita puede estar regulando, en paralelo a otros mecanismos, el crecimiento neuritico
(Figura 17). Esta observaciéon engloba y extiende los resultados previamente publicados sobre
la regulacion de filopodios por la accién de PI3K sobre N-WASP y Cdc42 (Sturge et al., 2002)
asi como la asociacion de EGFR con N-WASP via Grb2 (Miki et al., 1996). A su vez, estos
datos establecen una conexion indirecta entre la regulacion del ciclo celular y la diferenciacion

neuronal mediada por EGFR.

Nuestros resultados sugieren, por lo tanto, que PrP° regula positivamente la formacion de

filopodios en células N2a a través de la activacion de la via AKT-Cdc42-N-WASP.
PrP¢ actiia como un médulo de sefializacion durante la neuritogénesis

Si buscamos entre los ligandos de interaccion descritos para PrP® a nivel de membrana, son
varios mas los que estan relacionados con la neuritogénesis y podrian sumarse a la funcién de
EGFR durante la diferenciacion neuronal, siendo claves en mecanismos de adhesién celular,
estabilidad del citoesqueleto y funcién sinaptica (Petrakis and Sklaviadis, 2006). Entre ellos
encontramos: 1) el receptor del precursor de laminina (Gauczynski et al., 2001) y la laminina
(Graner et al., 2000a, Graner et al., 2000b), 2) N-CAM (Schmitt-Ulms et al., 2001), 3) integrinas
(Watts et al.,, 2009); 4) caveolinas (Mouillet-Richard S, 2000), 5) proteinas del complejo
distroglicano (Keshet et al., 2000), o 6) la sinaptofisina y sinapsina | y Il (Keshet et al., 2000,
Spielhaupter and Schatzl, 2001), entre otras.

Este gran numero y diversidad de ligandos implicados en la neuritogénesis, que incluyen tanto
elementos de matriz extracelular, ligandos solubles o proteinas de membrana, hacen pensar

que la funcion de la proteina pridnica depende del entorno extracelular presente en cada
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momento (Linden et al.,, 2008). De esta manera, PrP° regula e integra diferentes vias de
sefializacion que recaen principalmente en las pequefias GTPAsas y que regulan la dinamica
del citoesqueleto de manera especifica segun las tres fases de la neuritogénesis: i) la
formacion de filopodios, ii) la elongacion y formacion de la neurita vy iii) el establecimiento de la

polaridad neuronal (ver (Alleaume-Butaux et al., 2013) para revision).

A modo de ejemplo, encontramos los experimentos realizados en células madre ectodérmicas
1C11 y células PC12 mencionados anteriormente, que han revelado un efecto regulador
negativo de PrP® sobre las integrinas B1 (Loubet et al., 2012). El silenciamiento de PrP® en
estas células lleva a la agregacion de integrinas 1 en la membrana celular por redistribucion
de caveolina-1, que actia como una plataforma coordinadora de los complejos proteicos
involucrados en la sefializacion por PrP® (Pantera et al., 2009). El incremento en la actividad de
las integrinas 1 altera la dinamica de las adhesiones focales por accion sobre las quinasas Src
y las quinasas de adhesion focal (FAK). Esto causa una activacion excesiva de la via de
sefalizacion RhoA-ROCK-LIMK-cofilina, que incrementa la estabilidad de los filamentos de
actina limitando el crecimiento neuritico. El bloqueo de esta sefializacion mediante anticuerpos

en las células 1C11 carentes de PrP° recupera en parte la neuritogénesis (Loubet et al., 2012).

Otras moléculas como laminina, N-CAM o reggie/flotilina estan mas involucradas en el proceso
de elongacién neuritica y adhesiéon del cono de crecimiento (Sobue, 1993, Malaga-Trillo et al.,
2009). La interaccién de PrP® con laminina, que se ha relacionado con procesos de plasticidad
sinaptica y memoria, favorece el crecimiento de neuritas de células hipocampicas mediante el
reclutamiento de mGIuRs de grupo | (Beraldo et al., 2011). No sorprende pues, que el bloqueo
mediante anticuerpos o por ablacion con laser de PrP® altere el crecimiento neuritico
dependiente de laminina en células PC12 (Graner et al., 2000b). Por otro lado, PrP° también
induce la formacion de neuritas mediante el reclutamiento y estabilizacién en los rafts lipidicos
de N-CAM, una molécula de adhesion que actua sobre el citoesqueleto a través de la quinasa
p59Fyn (Mouillet-Richard et al., 2000). Se ha descrito que la disrupcién de esta interaccion en
neuronas de hipocampo (Santuccione et al., 2005) o la eliminacién de Fyn (Beggs et al., 1994)
en células cerebelares detiene el crecimiento neuritico dependiente de N-CAM. Finalmente, y
como ya se han comentado anteriormente, la asociacién de PrP° con reggie/flotilina en los rafts
lipidicos dirige el trafico de N-cadherinas durante la elongacion axonal, las cuales son
esenciales para la formacion y correcta funcion del cono de crecimiento. En concordancia con
esta idea, la regulacion a la baja de reggie/flotilina, PrP® o N-cadherinas en células A431, N2a y
células hipocampicas resulta en defectos en la formacion de los conos de crecimiento
(Munderloh et al., 2009, Bodrikov et al., 2011).

Todos estos datos presentados apuntan a una participacion de PrP® en la regulaciéon de la
dinamica del citoesqueleto de actina durante la neuritogénesis a través de su capacidad de
reclutar e interaccionar con multiples ligandos y regular gran cantidad de vias de sefializacién a
su vez interconectadas. Dependiendo de los ligandos involucrados PrP® favorecera el

crecimiento axonal de una manera u otra, aunque también se ha descrito algin caso en que
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puede ejercer el efecto opuesto. Se ha observado que PrP® interacciona con Caspr (del inglés,
contractin-associated protein) en la superficie neuronal, potenciando el efecto inhibitorio de esta

proteina sobre el crecimiento axonal (Devanathan et al., 2010).
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Figura 17. Mecanismo propuesto de regulacién de EGFR por PrP® en células N2a. La interaccion de la
proteina pridnica celular con la forma activa del receptor de EGFR modula la sefalizacion intracelular asociada
mediada principalmente por ERK1/2 y AKT. Estas vias de sefalizaciéon actian sobre los mecanismos de expresion
génica involucrados en la progresion del ciclo celular. Es probable que la activacion de AKT por EGFR también
module, en parte, la dinamica del citoesqueleto de actina a través de la via Cdc42—N-WASP-Arp2/3.

1.3. PrP® es necesaria para la integridad funcional del SNC

PrPC: de la neuritogénesis al mantenimiento de la funcién sinaptica

En base a lo presentado hasta el momento, PrP® parece ser en parte responsable de la
complejidad de los circuitos neuronales del SNC, ejerciendo un rol desde la proliferacién de
precursores neuronales (Steele et al., 2006) hasta la formacion de estructuras dendriticas y
axonales (Chen et al., 2003, Santuccione et al., 2005). No obstante, la funcion de PrP® no
parece limitarse Unicamente a estas etapas iniciales de la diferenciacion, ejerciendo también un
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rol importante en etapas posteriores de este proceso celular, como es el establecimiento y
mantenimiento de la sinapsis neuronal (Brown, 2001, Menna et al., 2011). La induccién de
estructuras sinapticas en cultivos neuronales de hipocampo tras el tratamiento con PrP¢
recombinante constituye una primera evidencia de este rol de PrP°, a la que se suma la
observacion de defectos de polarizaciéon y funcién sinaptica en el animal Prnp-knockout
(Prestori et al., 2008, Bodrikov et al., 2011). De hecho, las alteraciones a nivel de sinapsis
constituyen el foco de desarrollo de algunas enfermedades del SNC, entre las cuales
encontramos la epilepsia. En las enfermedades causadas por priones (Clinton et al., 1993)
también podemos encontrar afectacion sinaptica derivada de la pérdida o alteracion de los
circuitos neuronales. En algunos casos, como en enfermos de CJD, estas alteraciones pueden
presentarse en forma de episodios epilépticos y mioclonia (Lowden et al., 2008).

Estudios de microscopia electronica e inmunohistoquimica dirigidos a determinar la ubicacion
de PrP® en diferentes tipos neuronales han coincidido en su localizacién preferiblemente
sinaptica (Moya et al., 2000, Bailly et al., 2004, Fournier, 2008), donde interacciona con
sinaptofisina y con sinapsina | y Il (Keshet et al., 2000, Spielhaupter and Schatzl, 2001),
esenciales en la formacion de vesiculas, la modulacion de la liberacion de neurotransmisores y
la sinaptogénesis. De esta manera, PrPC, tras la diferenciacién neuronal, se concentra en la
membrana pre y postsinaptica, manteniendo la integridad de la sinapsis mediante un papel
regulador de la neurotransmision (Herms et al., 1999, Brown, 2001, Sales et al., 2002) y la
supervivencia neuronal (Chen et al.,, 2003, Vassallo et al., 2005). Hace ya unos afios, que
defectos en esta maquinaria sinaptica se han identificado en pacientes de CJD (Ferrer et al.,
1999).

Aunque en el momento de la generacion del ratén Prnp-knockout (Bueler et al., 1992, Manson
et al., 1994) estos conocimientos no eran tan extensos, eran suficientes como para pensar que
la falta de una proteina tan conservada y tan clave en el desarrollo (Steele et al., 2006)
produjese alteraciones neurolégicas considerables o incluso afectase su supervivencia. No
obstante, la ausencia de un fenotipo claro en este modelo (Bueler et al., 1992, Manson et al.,
1994) sugeria que la falta de PrP°® debia estar movilizando mecanismos compensatorios
(Steele et al., 2007) responsables de enmascarar los déficits cognitivos y las alteraciones en
transmision sinaptica que si se identificaron posteriormente (Collinge et al., 1994, Maglio et al.,
2004, Criado et al., 2005, Rangel et al., 2007). Los primeros indicios apuntaban a la proteina
Shadoo (Daude and Westaway, 2011, Young et al., 2011) como un buen candidato a suplir la
funcion de PrP°, pues el silenciamiento del gen Sprn en embriones Prnp-knockout resultaba en
un fenotipo letal (Young et al., 2009). Sin embargo existen resultados recientes contradictorios
(Daude et al., 2012) que hacen que a dia de hoy no se conozcan estos mecanismos con
certeza.

Collinge J y colaboradores, a través de sus registros en neuronas hipocampicas del animal
Zurich I, concretamente de la region CA1, sacaron a la luz defectos en potenciacion a largo
plazo asi como corrientes de inhibicién rapida (AHP) mediada por receptores GABA, mas
débiles (Collinge et al., 1994) en comparacion con el animal wild type. Resultados coincidentes
se obtuvieron posteriormente al analizar el animal Edinburgh (Manson et al., 1995). La
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asociacién de estos defectos electrofisiolégicos a la falta de PrP® fue corroborada mediante
ensayos de rescate por expresion de PrP° humana en un fondo génico knockout (Whittington et
al., 1995, Asante et al., 2004). Pero no tardaron en aparecer resultados contradictorios. Analisis
de fijacion de membranas o patch-clamp en células de purkinje Zurich | asi como estudios de
transmision sinaptica en rodajas de hipocampo de este mismo modelo, no mostraron
alteraciones respecto al control (Herms et al., 1995, Lledo et al., 1996). Sin embargo, estos
mismos autores rectificaron su posicion al observar, por un lado, una reduccion de las
corrientes de K+ asociadas a alteraciones en los niveles Ca® intracelular en rodajas de
cerebelo PrnpO/o (Herms et al., 2001) y, por otro lado, la demostraciéon de un patrén sinaptico de
excitacion glutamatérgica (EPSP) dependiente de los niveles de PrP°© (Carleton et al., 2001).

A estas observaciones se le suman también nuevos indicios de alteraciones en plasticidad
sinaptica, presentes en forma de defectos en aprendizaje, incremento en la facilitacion por
pulsos pareados (PPF) y un umbral reducido de generacion de LTP en el giro dentado y las
regiones CA1 y CA3 del hipocampo, tanto en animales Zurich | y 1290la Prnp-knockout como
en modelos de sobreexpresion Tg20 (Maglio et al., 2004, Criado et al., 2005, Rangel et al.,
2009). A pesar de que las alteraciones observadas hasta el momento han resultado ser mas o
menos claras segun la cepa de raton transgénico y la edad del animal (Curtis et al., 2003,
Maglio et al., 2006), las multiples evidencias descritas apuntan a la afectacién de la transmision
sinaptica, especialmente a nivel del hipocampo, como consecuencia de la falta de PrPC.

Estos analisis electrofisiologicos se complementan con estudios histopatologicos y bioquimicos
que describen alteraciones estructurales a nivel del hipocampo asi como cambios en la
homeostasis del calcio y en la expresion de receptores sinapticos. A nivel anatomico, se ha
descrito una reorganizacién del circuito neuronal en el hipocampo del animal Prnp-knockout
asociado al sprouting de las fibras musgosas y al incremento de células granulares en el giro
dentado, asi como en la capa infrapiramidal de la region CA3 (Colling et al., 1997). Estos
cambios estructurales guardan cierta similitud a los que se observan en ciertos tipos de
epilepsia como la TLE con esclerosis hipocampal (Scharfman et al., 2003, Magloczky, 2010).

Los cambios en la homeostasis del calcio también explican el perfil electrofisiolégico. Se han
descrito alteraciones en los reservorios de Ca®" intracelular en las neuronas cerebelares e
hipocampicas PrnpO/O responsables del descenso en la hiperpolarizacion (AHP) y debidas a la
alteraciéon los mecanismos celulares tamponadores y reguladores del flujo de entrada y salida
de este cation (Herms et al., 2000, Powell et al., 2008).

Finalmente, aunque los estudios realizados sobre muestras de sinaptosomas provenientes de
animales PrnpO/o no muestran ninguna alteraciéon en los transportadores de glutamato (Thais et
al., 2006), lo que supondria una causa clara de excitabilidad neuronal (Rothstein et al., 1996),
si se ha descrito una alteracion de los niveles de receptores GABA, NMDA y AMPA/KA (Maglio
et al., 2004, Maglio et al., 2006, Rangel et al., 2009).

Como se ha comentado anteriormente, una aportacién importante en este campo se habia
realizado desde nuestro laboratorio mediante el analisis de microarrays de muestras de
hipocampo de animales transgénicos, que describe la up-regulaciéon de las subunidades GIuR1,
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GIuR6, y GIuR7 asi como la regulacion a la baja de GIuR2, entre otras, en el animal Prnp-
knockout (Rangel et al., 2009). Esta regulacion encaja fenotipicamente con los niveles de
excitabilidad observados en animales transgénicos mutantes para estas subunidades
(Chapman, 2000) y se suma al incremento de subunidades NR2A y NR2B de los receptores de
NMDA descrito previamente por Maglio y colaboradores (Maglio et al., 2004, Maglio et al.,
2006).

Estos datos completan la lista de factores que ayudan a explicar los defectos sinapticos
observados en el animal Prnp-knockout y constituyen la base de nuestro segundo trabajo,
presentado en el capitulo Il.

El animal Prnp® muestra una susceptibilidad incrementada a la excitotoxicidad
por KA

Los cambios en la excitabilidad neuronal observados in vitro en el hipocampo del animal Prnp-
knockout son consistentes con el incremento en susceptibilidad que se ha descrito in vivo ante
la administracion de agentes convulsionantes como el KA (Rangel et al., 2007), el NMDA
(Khosravani et al., 2008), la pilocarpina o el pentetrazol (PTZ) (Walz et al., 1999), a pesar de
existir algun estudio contradictorio al respecto (Ratte et al., 2011). La administracion de estas
substancias, junto con la estimulacion eléctrica repetida de diferentes areas del cerebro
(también llamado kindling) constituyen los principales modelos de estudio de la TLE (Garcia
Garcia et al., 2010). Todo indica pues que la pérdida de la funcién de PrP°© contribuye a la
hiperexcitabilidad y sincronia propia de un ataque epiléptico generado en el neocortex y el
hipocampo (Walz et al., 2002), a la vez que asocia a esta proteina una funciéon neuroprotectora
ante fenbmenos de excitotoxicidad (Brown et al., 2002, Chiarini et al., 2002, Llorens and Del
Rio, 2012).

Es razonable pensar que este incremento en la susceptibilidad del ratén Prnp-knockout a
agentes convulsionantes vaya asociado a una sensibilidad incrementada a fendmenos de
estrés oxidativo (Brown et al., 2002, Sakudo et al., 2003). Este proceso se observa en muchas
enfermedades neurodegenerativas y se define como un desbalance entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante del organismo (Halliwell,
2006). Esta descrito que el ratéon PrnpO/o presenta una alteraciébn en los mecanismos
moleculares antioxidantes Klamt et al., 2001) probablemente como consecuencia de la falta de
PrP°. Se han observado niveles incrementados de oxidacion proteica y lipidica asi como una
reduccion de la enzima superoéxido dismutasa (SOD) en el cerebro (Klamt et al., 2001) y una
mayor afectacion tras lesiones inducidas por hipoxia e isquemia, que derivan en muerte celular
por niveles elevados de estrés oxidativo. Ademas, las neuronas Prnp-knockout resultan ser
mas susceptibles al tratamiento con sustancias inductoras de estrés oxidativo, como el
peréxido de hidrégeno, presentando tasas elevadas de muerte celular. Estas evidencias
sugieren un rol antioxidante de PrPC.

Esta funcion de PrP° parece estar mediada por su interaccién descrita con STI1 (Lopes et al.,
2005) y favorecida por su capacidad de unién a cobre a través de los OR (Brown, 2001). A
pesar de que existe cierta controversia, posiblemente por falta de reproducibilidad experimental
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(Hutter et al., 2003), existe la posibilidad de que PrP° pueda estar actuando por si sola como
una SOD-dependiente de Cu™ o regulando la actividad de otras proteinas como Cu-Zn SOD, la
catalasa o la glutatién reductasa, encargadas de detoxificar las especies reactivas de oxigeno
(Waggoner et al., 2000).

La entrada masiva de calcio al interior de la célula por activacién incrementada de los GluRs
tras un tratamiento con KA genera, por lo tanto, unos niveles de radicales libres (Nicholls, 2004)
imposibles de controlar en ausencia de PrP¢, y que llevan a la muerte celular por apoptosis o
necrosis (Martin et al., 1998).

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Rangel et al., 2007) habian mostrado un
incremento en la susceptibilidad a KA (8mg/kg) in vivo en el animal Prnp® e in vitro en rodajas
de hipocampo y células N2a knockout, pero dejaban sin resolver la incégnita sobre cuéles eran
los mecanismos moleculares implicados. Si mencionaban, sin embargo, una expresién
diferencial tanto in vitro como in vivo de las subunidades GIuR6 y GIuR7 de los receptores de
KA entre ambas condiciones, asi como la activacién de las vias de sefializacibn de muerte
celular ERK1/2, p38 y JNK (Irving and Bamford, 2002, Dhanasekaran and Reddy, 2008). La
activacion de estas quinasas se asociaba al estrés y la muerte celular derivados del efecto del
KA en animales Prnp-knockout y ya se habia demostrado por otros autores in vitro en cultivos
neuronales tras el tratamiento con KA o directamente con glutamato (Kawasaki et al., 1997,
Schwarzschild et al., 1997, Ferrer et al., 2002, Mao et al., 2004).

El trabajo que hemos realizado durante esta Tesis Doctoral ha ido dirigido a ampliar y
complementar estos estudios mediante la incorporacion de un nuevo modelo de animal
transgénico knockout para la proteina prionica celular y para la quinasa JNK3 (Prnp®°Jnk3%°),
con el fin de observar la implicacion de esta via de sefializacién en la muerte neuronal derivada

del tratamiento con KA. La excitotoxicidad por KA en el animal PrnpO/OJnk3+/+

produce
reactividad astroglial y muerte neuronal principalmente en el hipocampo, a nivel de la capa de
células piramidales de la region CA1 y CA3 (Ben-Ari, 2004, Rangel et al., 2007). Nuestros
resultados a 24h tras la administracién de KA muestran que la eliminacién de JNK3 produce
una reversion tanto a nivel fenotipico (expresado en numero de episodios epilépticos) como
neurotoxico de los efectos observados en el animal PrnpO/OJnk3+/ *. El ratén PrnpO/OJnkBO/o no
presenta un fenotipo epiléptico remarcable ni muestra marcaje por Fluoro-Jade B ni por analisis
TUNEL en los estudios histologicos de hipocampo, similar a lo observado en un animal wild
type o a lo descrito por otros autores en el animal Prnp™”*Jnk3%° (Yang et al., 1997, de Lemos et
al., 2010) o en el dominante negativo del factor de transcripcion c-jun (JunAA),donde las
serinas de fosforilacion 63 y 73 han sido substituidas por alaninas (Behrens et al., 1999). Estos
resultados sugieren que la via de JNK3 debe jugar un papel importante como mediador de la
excitotoxicidad por kainato observada en el animal Prnp-knockout.

Los experimentos complementarios que hemos realizado in vitro en cultivos primarios de
hipocampo silenciados para PrP°© por medio de un vector lentiviral corroboran que la reduccion
en los niveles de PrP° compromete la viabilidad neuronal tras un tratamiento de KA, a la vez
que eliminan la posible influencia del fondo génico existente en los modelos in vivo
(Schauwecker and Steward, 1997, Striebel et al., 2013a, Striebel et al., 2013b). Asimismo, el
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tratamiento de rodajas de hipocampo wild type y Prnp-knockout con un inhibidor farmacolégico
de JNK (SP600125 o el péptido TAT-JIP) también revierte el efecto neurotoxico del KA,
indicando una afectacion especifica al tipo celular y no derivada de una estimulacion de las
aferencias extra-hipocampicas.

Finalmente, el analisis bioquimico y de expresién génica (RTqQPCR) de los hipocampos de los
tres genotipos estudiados, a 6h tras el tratamiento con KA, muestra la fosforilacién de JNK3 y
ERK1/2 en el ratén PrnpO/OJnk3+/+. A pesar de que la activacién de ERK1/2 es coincidente con
un patrén de reactividad astroglial (marcaje GFAP), no podemos descartar la influencia de esta
via sobre factores de transcripcién como c-jun o c-fos o sobre la activacién de p53 en el modelo
Prnp®°Jnk3™*. Esto es debido a que la falta de JNK3 en el modelo doble knockout no revierte
completamente ni la fosforilacién ni el incremento en los niveles de expresion de estos factores,
sugiriendo la participacion de otras vias de sefializacion, ademas de JNK3. También se
observa un incremento del marcador de inflamacién cox-2 (ciclooxigenasa-2) (Pernot et al.,
2011) en ambos modelos knockout respecto al animal wild type, aunque en mayor medida en el

animal Prnp”°Jnk3"*

. Estos datos coinciden a su vez con la induccibn de mecanismos
apoptéticos y la inhibicion de los antiapoptoticos por JNK3 en respuesta a fenomenos de
excitotoxicidad, reportados anteriormente (Popovici et al., 1990, Yang et al., 1997, Rangel et
al., 2007, de Lemos et al.,, 2010, Wang and Qin, 2010, Llorens and Del Rio, 2012). JNK3
también participa en la apoptosis dependiente de p53 derivada del dafio en el DNA
(Dhanasekaran and Reddy, 2008), una via de muerte celular con la que se ha relacionado la

funcion antiapoptética de PrP® en modelos de deprivacién por suero (Kim et al., 2004).

PrP® modula la formacién del complejo GIuR6/7-PSD-95-MLK3 y la activacion de
JNKS3 en respuesta a KA

Llegados a este punto y conociendo, por un lado, el rol de PrP® en la modulacién de sefiales
intracelulares (Mouillet-Richard et al., 2000, Spielhaupter and Schatzl, 2001) y por otro, su
asociacion funcional a los receptores glutamatérgicos (Maglio et al., 2004, Rangel et al., 2007,
Khosravani et al., 2008), es légico pensar que PrP°© pueda estar modulando la via JNK3 a
través de su interaccion con complejos proteicos intermediarios asociados a los KARs. Es
probable que esta interaccion se dé a través de las subunidades GIuR6/7, que son las que se
encuentran reguladas (Rangel et al., 2007).

Los experimentos realizados sobre modelos in vivo deficientes en GIuRG6 indican un importante
rol de esta subunidad en la transmision sinaptica y los efectos epileptogénicos y celulares
producidos por KA en el hipocampo. Estos ratones muestran una reduccion de la respuesta
epiléptica y de la activacion de genes tempranos en respuesta al tratamiento sistémico in vivo
en comparacion al control (Mulle et al., 1998). Ademas, los estudios electrofisiologicos in vitro
sobre rodajas de hipocampo, muestran una ausencia de la corriente postsinaptica evocada
(EPSP) a nivel de la CA3 (Mulle C, 1998), caracterizada en estudios previos (Castillo et al.,
1997, Vignes and Collingridge, 1997). A estas evidencias se suman los experimentos in vitro de
silenciamiento (Pei et al., 2005) o de sobreexpresion (Telfeian et al., 2000) de GIuR6 que
asignan a esta subunidad un rol neuroprotector ante KA y otros estimulos excitotoxicos (Tian et
al., 2005, Pei et al., 2006, Hu et al., 2008, Hu et al., 2009, Yu et al., 2009, Xu et al., 2010).
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Si reanalizamos los datos presentados de los diferentes animales transgénicos, podemos
darnos cuenta que tanto el knockout de GIuR6 (Mulle et al., 1998), como el de JNK3 (Yang et
al., 1997, de Lemos et al., 2010), como el JunAA (Behrens et al., 1999) como el doble knockout
(Carulla et al., 2011) muestran cierta similitud fenotipica incluyendo la resistencia a la induccién
epiléptica y la neurotoxicidad del KA, revirtiendo a su vez el fenotipo observado en el ratén

PrnpO/ 0

(Brown et al., 2002, Rangel et al., 2007). Un analisis mas detallado sobre esta conexién
entre GIuR6 y JNK3, tanto a nivel funcional como en sefalizaciéon, nos ha llevado a centrar la
atencién en un complejo proteico formado por GIuR6-PSD-95-MLK3 (Savinainen et al., 2001,
Pei et al., 2006, Hu et al.,, 2008, Xu et al., 2010). Esta descrito por un lado que la
despolarizacion de GluR6 mediada por KA requiere de su interaccion con PSD-95 y MLK3 (Pei
et al., 2005, Pei et al., 2006) y que, por el otro, la activacion de JNK3 puede darse en respuesta

a la formacion de este complejo (Li et al., 2010).

Con el fin de identificar una posible participaciéon de PrP® en todo este proceso, se han
realizado experimentos de colocalizaciéon y de inmunoprecipitacion con las diferentes proteinas
del complejo GIuR6/7-PSD-95-MLK3. Nuestros resultados muestran por primera vez la
interaccion de la proteina pridnica con GIUR6/7 en las rafts lipidicos, a la vez que reflejan la
ubicacion postsinaptica de PrP®, hasta el momento dudosa, a través de su interaccion con
PSD-95. Estos datos se complementan con la interaccion de GIuR6/7 con PSD-95, que resulta
ser mayor tras el tratamiento con KA en el raton PrnpO/ .

Una posible explicacion a estas observaciones es que, en presencia de KA, la ausencia de
PrP® favorece la formacion del complejo ternario GIuR6/7-PSD-95-MLK3, con la posterior
activacién de la quinasa JNK3 y su diana AP-1. Este complejo de transcripcion, constituido por
proteinas de la familia c-jun y c-fos (Behrens et al., 1999), entre otras, inicia la expresion de
genes de respuesta temprana asociados a muerte celular y regula a la alza los involucrados en
la respuesta inflamatoria a KA (p.e. cox-2) (Waetzig et al., 2005). La activacion de otros
factores como NF-k3 también se ha relacionado con la excitotoxicidad por KA (Kaltschmidt et
al., 1995) regulando también la expresién de genes involucrados en ciclo celular y apoptosis
(Figura 18).

La demostraciéon de esta hipétesis in vivo se ha llevado a cabo mediante la administracién de
un inhibidor farmacolégico AMPA/KA (DNQX) y un antagonista especifico de GIUR6 (NS-102)
en los animales Prmp**Jnk3"* y Prp®°Jnk3™" previa al tratamiento con KA. Esto ha resultado
en la reversiéon parcial tanto del fenotipo como de los efectos bioquimicos y neurotdxicos
observados en el hipocampo Prmp®°Jnk3™*. La epilepsia y la muerte celular producidos por KA
también se ven revertidos por la activacién de las vias gabaérgicas, que actuan inhibiendo el
ensamblaje de GluR6/7-PSD-95-MLK3 y la posterior activaciéon de JNK3 (Li et al., 2010).

En conjunto, todos los datos presentados en el segundo capitulo de esta Tesis Doctoral apoyan
la hipotesis sobre un rol neuroprotector de PrP® ante la excitotoxicidad por kainato mediante la
modulacién de la subunidad GIuR6 de los receptores glutamatérgicos y posterior activacion de
la via JNK3 de muerte celular (Figura 18).
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Figura 18. Mecanismo molecular propuesto para la funcién neuroprotectora de PrP° ante la excitotoxicidad
por KA. La unién del acido kainico a los receptores de glutamato favorece la apertura del canal y la formacion del
complejo GluR6/7-PSD-95-MLK3 que produce la activacion de la via JNK3 de muerte celular y la sobreexpresion
de factores de transcripcion como c-Jun o c-Fos en células del hipocampo. La entrada masiva de calcio al espacio
intracelular también es responsable de la neurotoxicidad observada y del incremento en la excitabilidad neuronal
caracteristica de un episodio epiléptico. Prp°® parece ejercer un papel neuroprotector ante la excitotoxicidad por
kainato mediante su interaccién a nivel de membrana con Glur6/7, bloqueando la formacién del complejo ternario
GIuR6/7-PSD-95-MLK3 y la consecuente activacion de JNK3.

La influencia descrita de PrP® sobre otras vias de muerte celular ademas de JNK3 también ha
llevado a sugerir una funcién antiapoptética de la proteina. Se ha observado que la deprivacién
de suero de cultivos neuronales Prnp-knockout (Kim et al., 2004) produce la activacién de la via
apoptoética de Bax (Bounhar et al., 2001), reversible mediante la transfeccion exégena de PrP°®
(Kuwahara et al., 1999). Otra evidencia de ello la encontramos en el uso de modelos celulares,
como la linea MCF-7 resistente a apoptosis por TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) o
células gastricas cancerosas, cuyo analisis del perfil de expresion génica ha descrito un
incremento considerable de los niveles de Prnp-mRNA (Diarra-Mehrpour et al., 2004, Liang et
al., 2006). Ademas, experimentos de hipoxia-isquemia realizados in vivo también apoyan en
gran parte el rol antiapoptético de PrP°© (Weise et al.,, 2004), al revelar incrementos de
expresiéon asociados al dafio cerebral.

Parece ser que no es solamente la PrP® anclada a membrana la que presenta este efecto
neuroprotector. Formas solubles, carentes de su dominio GPI, asi como formas citosoélicas
inicialmente descritas como neurotoxicas (Ma J, 2002), también han presentado un rol protector
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en ciertas circunstancias (Roucou et al., 2003). Contrariamente a lo esperado, la
sobreexpresiéon de Prp° tampoco supone un mayor efecto neuroprotector, tal como se observa
en los diferentes modelos Tg(wtPrP), que presentan un fenotipo neurodegenerativo dosis-
dependiente (Westaway et al., 1994).

Todos los datos presentados en el capitulo | y Il de esta memoria suponen un paso adelante en
el conocimiento del papel de la proteina pridnica celular en el desarrollo del sistema nervioso
central y la modulacién de la transmisién sinaptica. Hay que recordar que los procesos
fisiolégicos que hemos tratado en esta discusion no dejan de de estar interconectados. A modo
de ejemplo, encontramos que se ha descrito un incremento en la expresién de ciclina D1
asociada a los mecanismos apoptoticos derivados del efecto del KA a través de los GluRs
(Giardina et al., 1998), reversible mediante inhibidores de CDKs (Giardina and Beart, 2002). En
linea con estos datos, también se ha observado que el input excitatorio en la capa de células
granulares del giro dentado limita la neurogénesis en esta region del hipocampo (Gould et al.,
1994). Finalmente, debemos recordar que el Ca® es un regulador esencial en muchas
funciones fisiologicas. En base a esto, las alteraciones en la concentracion de Ca”" intracelular
presentes en el animal Prnp-knockout no solo son responsables de alterar los procesos de LTP
sino que también estan ligadas a la activacion de CaMKIl, a la regulacion del trafico vesicular y
la sintesis proteica mediada por mTor o a la reorganizacién del citoesqueleto, entre otros
procesos (Berridge, 2012).

Los mutantes PrPAF y PrPAC4 presentan un fenotipo epiléptico similar al

descrito en el animal Zurich I tras la administracion de KA

La generacién de animales transgénicos de expresion de formas truncadas de PrP°, impulsada
a partir del descubrimiento de la proteina Dpl en el cerebro de ratones Nagasaki (Moore et al.,
1999), se ha utilizado desde entonces para identificar los dominios funcionales de PrP®. La
homologia estructural descrita entre la proteina pridnica y Dpl dejé entrever, en ese momento,
que la falta de ciertas regiones estructurales podia suponer la pérdida de su funcidon
neuroprotectora y la adquisicién de propiedades neurotédxicas. Concretamente, la insercion de
mutantes carentes de la region de los OR en este modelos Prnp-knockout hacia que PrP® fuese
incapaz de revertir la neurodegeneracion derivada de Dpl (Atarashi et al., 2003), la cual parecia
estar actuando como un antagonista competitivo de PrP°© por la unién a un hipotético receptor
denominado PrPg. Este hecho llevd a pensar que la funcién neuroprotectora de PrP° recaia
sobre la regiébn N-terminal de la proteina.

Un fendmeno similar se ha observado posteriormente con la generacion del raton PrPAF en un
fondo PrnpO/o, que desarrolla ataxia y una pérdida extensa de las neuronas granulares del
cerebelo a edad temprana, derivados de la eliminacidon de los residuos 32-134 de PrP°®
(Shmerling et al., 1998). Deleciones mas cortas dentro de esta misma region, también letales,
como la eliminacién de los residuos 94-134 en el modelo PrPACD (Baumann et al., 2007), han
permitido reducir la region critica para la neurotoxicidad de PrP° al dominio central. Ambos
mutantes parecen actuar como dominantes negativos, manteniendo a PrPr en su estado
inactivo y eliminando la funcién neuroprotectora de la proteina (Figura 19).
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En base a estas observaciones, nos hemos planteado extender nuestros resultados mediante
la identificacion de los dominios de PrP° que pueden estar participando en la neuroproteccion a
la excitotoxicidad por KA presentada en el capitulo Il.

a Wild-type PrpP° b Prnp? c AF dAg,
No pathology Mild pathology Severe pathology Very severe
o pathology

# ,

et L2 L |l
Prnp%@ AF W AF
Full trophic Residual Dominant Stabilized
activity constitutive negative dominant

activity negafive

Figura 19. Modelo hipotético del efecto neurotéxico de PrP° y sus variantes. a) En una situaciéon wt, PrP®
activa un receptor (PrPg), todavia por identificar, permitiendo la transmision de sefiales intracelulares por
dimerizacion. b) En ausencia de PrP°® (ratén Prnp"/o), PrPr presenta cierta actividad residual, ya sea de forma
constitutiva o por accion de un ligando. ¢ y d) Formas mutantes de la proteina, que carecen de los residuos 32-134
(PrPAF) o 94-134 (PrPAcp), actian como dominantes negativos, dejando al receptor anclado en un estado inactivo
que da lugar a una patologia severa. Adaptado de (Aguzzi et al., 2007).

La disponibilidad de los animales transgénicos PrPAF35 (Shmerling et al., 1998) y PrPAC4
(Flechsig et al., 2000) en nuestro laboratorio, con deleciones de los residuos 32-134 y 32-93
respectivamente, nos ha permitido incluir estos modelos en nuestro experimental in vivo y
comparar la respuesta epiléptica de cada uno respecto al control wild type o al raton Prnp-
knockout, todos ellos con un fondo génico mixto C57bl/6-129sv. Mientras el mutante PrPAC4,
carente de los OR, no presenta signos neuroldgicos aparentes, el PrPAF35 experimenta una
neurodegeneracion severa entre las 5 y 8 semanas tras el nacimiento, derivada de cambios
patolégicos masivos a nivel cerebelar. En consecuencia, el experimental realizado con este
modelo se ha llevado a cabo con animales de aproximadamente 5 semanas, a diferencia del
resto, que se empleaban a edad adulta, de entre 2 y 3 meses.

Los resultados fenotipicos obtenidos (Figura 20) muestran un incremento en la susceptibilidad
a KA de ambos modelos transgénicos (PrPAF35 y PrPAC4) similar a la descrita en el ratén
Zurich I, con un numero de episodios epilépticos (tanto seizures como blinkings)
significativamente superior a los del raton wild type. A pesar de que estos resultados apuntan a
la participaciéon de la region de los OR en la neuroproteccién a la excitotoxicidad por KA, se
hace dificil determinar, a partir de datos fenotipicos, diferencias asociadas a la eliminacién de
fragmentos mas o menos extensos de PrP°. Ademas, no podemos descartar la posible
influencia de los niveles de expresion de ambas formas truncadas en cada modelo transgénico
que, como se muestra por western blot (Figura 20), difieren de la expresién de PrP® en el
animal control. Es necesario, por lo tanto, complementar estos datos con un estudio histolégico
y bioquimico de las muestras de estos animales para poder extraer conclusiones mas
detalladas al respecto.
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Figura 20. Datos comparativos de la susceptibilidad a KA de ratones C57bl/6-129sv wild type, PrP-KO,
PrPAC4 y PrPAF35. Numero promedio de episodios epilépticos de grado V-VI, cuantificados segun se produce la
pérdida de estabilidad acompafiada de convulsiones epilépticas (seizures), episodios tipo “popcorn” (blinking) o la
muerte del animal. a) Esquema representativo de las regiones delecionadas en los mutantes PrPAC4 y PrPAF35.
b) Estudio comparativo de la respuesta epiléptica de ratones PrPAC4 de 2-3 meses de edad y c) de ratones
PrPAF35 de 5-7 semanas de edad. Resultados promedios de tres grupos experimentales. n=numero de animales
por condicién. Los datos se acomparfian de la deteccién de PrP°© por western blot en muestras de hipocampo de los
diferentes modelos transgénicos. La deteccién de tubulina se utiliza como control de carga.

No obstante, estas primeras observaciones nos llevan a pensar en la regiéon de los OR

delecionada en el animal PrPAC4 como posible regién de interaccién de la proteina con la

subunidad GIuR6/7 del receptor de glutamato, que hemos descrito anteriormente que esta

implicada en el mecanismo de excitotoxicidad por KA en nuestro modelo (Carulla et al., 2011).

La posible implicacion de los OR en la funcién neuroprotectora de PrP°® ya habia sido planteada

mediante aproximaciones in vitro. Concretamente, la sobreexpresion de formas truncadas

carentes de los OR sobre un cultivo neuronal deficiente de PrP® y deprivado de suero produce
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un incremento significativo en la muerte por apoptosis, derivada de una inhibicién de la funcién
SOD y de la consecuente activacidn de la via de las caspasas (Sakudo et al., 2003). Asimismo,
ensayos realizados con la proteina purificada indican que la insercién de mas repeticiones en el
dominio de los OR resulta en alteraciones conformacionales que incrementan la susceptibilidad
a fenbmenos de estrés oxidativo, siendo el efecto mayor como mayor sea el niumero de
inserciones (Yin et al., 2006).

A modo de hipétesis, y teniendo en cuenta que la estructura de PrP°, es posible que la proteina
interaccione con el receptor a través de su dominio globular pero que sea el extremo N-terminal
flexible el responsable de su activacion. De esta manera, la eliminacion de los residuos 32-134
y 32-93 en nuestros mutantes PrPAF35 y PrPAC4, pertenecientes al extremo N-terminal,
podrian estar influyendo en la activacion del receptor pero no impidiendo la interaccion.

1.4. La influencia del fondo génico en el fenotipo del ratén Prnp-

knockout

Como ya se ha ido mencionando durante esta discusion, las estrategias destinadas a conocer
la funcion de PrP° in vivo han estado basadas principalmente en el estudio fenotipico de
modelos experimentales murinos en los que se ha eliminado o inactivado la expresiéon de Prnp
(Weissmann and Flechsig, 2003). La falta de alteraciones destacables, tanto a nivel fisiolégico
y anatémico, como durante el desarrollo de los animales Zrch |y Edbg, ha llevado multiples
grupos de investigacion a establecer hipotesis sobre las posibles funciones de PrP° (Steele et
al., 2007, Aguzzi et al., 2008a, Chiesa and Harris, 2009, Biasini et al., 2012). Sin embargo, la
disparidad en los datos fenotipicos publicados al respecto junto con la falta de reproducibilidad
de algunos de ellos in vitro, sugiere la posible participacion de factores no directamente
derivados de la ausencia de la proteina. A pesar de las grandes ventajas que proporciona el
uso de ratones transgénicos en la investigacion cientifica, existe la posibilidad de que la
abundancia de fenotipos atribuidos a la delecién de PrP°© (Steele et al., 2007) sea consecuencia
de aspectos técnicos derivados de la generacion de estos modelos (Gerlai, 1996). En la
mayoria de los casos, estos ratones se mantienen en un fondo génico mixto derivado de las
células madre embrionarias (ESC) empleadas (normalmente de una de las subcepas 129) y de
la linea parental (p.e. C57BI/6 o Balb/c, entre otras), lo que genera una variabilidad genotipica
que puede llegar a ser responsable de alguno de los fenotipos observados. Ademas, esta
variabilidad puede incrementarse durante la manipulacion y mantenimiento de estos animales
en el laboratorio, haciendo cada vez mas dificil la reproducibilidad de modelos entre grupos
independientes. El establecimiento de controles génicos rutinarios ayudaria a solventar el
problema, sin embargo, practicamente ninguno de los fenotipos asociados a PrP® se ha
descrito descartando la posible influencia del fondo génico.

De los diferentes modelos Prnp-knockout generados (Weissmann and Flechsig, 2003), el raton
Edinburgh se mantiene en un fondo puro 1290Ila (Manson et al., 1994), pero la dificultad de
trabajar con esta cepa ha llevado al uso mayoritario del ratébn Zurich I (Bueler et al., 1992), de
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fondo génico mixto C57bl/6-129sv, en algunos casos retrocruzado varias generaciones para
intentar eliminar el fondo 129. No hay que olvidar, sin embargo, que incluso después de doce
generaciones de retrocruces el alelo knockout aun esta flanqueado con aproximadamente el
1% del genoma de las ESC originales (Gerlai, 1996). Por otro lado, los experimentos de
rescate en los que se reintroduce la proteina en el animal knockout para observar una
reversion fenotipica, tampoco suponen una forma completamente fiable de corroborar la
funcion de PrPC. De hecho, esta aproximacion ya llevé en su dia a asignar erroneamente a esta
proteina la neurodegeneracién observada en el ratdn Nagasaki (Sakaguchi et al., 1996),
cuando en realidad, era resultado de la sobreexpresién de la proteina Dpl (Weissmann and
Aguzzi, 1999).

Como consecuencia de todos estos factores, existe cierta confusién que hace que sea dificil
establecer conclusiones firmes sobre la funcién de la proteina pridnica celular.

Concretamente a nivel de la asociacion de PrP® con la susceptibilidad a agentes
excitototoxicos, existen considerables resultados contradictorios. Varios grupos independientes,
entre ellos el nuestro, coinciden en que el animal Prnp-knockout es mas susceptible que el
animal Prnp”+ al tratamiento con KA, PTZ o pilocarpina, presentando una respuesta epiléptica
y/o neurotoxicidad incrementada respecto al control (Walz et al., 1999, Rangel et al., 2007,
Khosravani et al., 2008, Carulla et al., 2011). No obstante, resultados opuestos han sido
presentados en publicaciones recientes (Ratte et al., 2011, Striebel et al., 2013b). La primera
de ellas describe una menor actividad epileptogénica en rodajas de hipocampo PrnpO/o
expuestas a PTZ y bicuculina o a condiciones de ausencia de magnesio, mientras que la
segunda, presenta un estudio comparativo de la respuesta epiléptica de algunos de los
diferentes ratones Prnp-knockout utilizados normalmente en el estudio de la funcidn
neuroprotectora de PrP°® (p.e. 1290Ila, C57bl/10snd), dejando evidente la influencia del fondo
génico en el fenotipo epiléptico y el consecuente uso comun de controles erréneos (Striebel et
al., 2013b). La diferente susceptibilidad a fendmenos excitotéxicos de diferentes cepas de
ratones ya habia sido advertida en los afios noventa por Schauwecker y colaboradores,
destacando una marcada neuroproteccion a la excitotoxicidad por glutamato en las cepas
C57BL/6 y BALB/c en comparacion a las cepas 129/sv y FVB/N (Schauwecker and Steward,
1997).

El mismo tipo de contrariedades se observan, en paralelo, en estudios electrofisiol6gicos
realizados in vivo e in vitro sobre modelos Prnp-knockout, claramente relacionados con
posibles defectos en la excitabilidad neuronal que desencadenan un episodio epiléptico.
Mientras unos grupos defienden alteraciones en LTP y AHP en este modelo (Collinge et al.,
1994, Manson et al., 1995), corroboradas por ensayos de rescate (Whittington et al., 1995,
Asante et al., 2004), otros no observan diferencias significativas respecto al control (Herms et
al., 1995, Lledo et al., 1996, Calella et al., 2010). Los varios intentos realizados para esclarecer
este fenotipo han llegado a la conclusion que los resultados obtenidos son altamente
dependientes de la cepa y edad de los ratones empleados asi como de las diferentes
condiciones experimentales (Curtis et al., 2003, Maglio et al., 2006).
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Con todas estas evidencias, es muy probable, por lo tanto, que el fondo génico sea
responsable de parte de la susceptibilidad a estimulos excitotéxicos del ratdon Prnp-knockout,
pero no de su totalidad. No hay que olvidar que este fenotipo epiléptico ha sido corroborado
mediante otras aproximaciones en las que el fondo génico no juga un papel significativo. Estas
incluyen, el desarrollo de un modelo Prnp-knockout in vivo consistente en la delecion transitoria
del gen homoélogo Prp2 en zebrafish, que resulta en un incremento respecto al control wild type
del comportamiento convulsionante en respuesta a PTZ (Fleisch et al., 2013). Asimismo, los
datos procedentes de ensayos in vitro también apoyan estas observaciones. Entre ellos
encontramos el incremento en neurotoxicidad descrito sobre cultivos primarios de hipocampo
silenciados para PrP°© y tratados con KA, presentados en el capitulo Il de esta Tesis (Carulla et
al., 2011), asi como la observada por otro grupo tras el tratamiento con NMDA (Khosravani et
al., 2008).

En un intento de nuestro por aportar datos complementarios que demuestren que la falta de
PrP® en el raton Zurich |, y no solo el fondo génico, participan en la susceptibilidad a KA que
observamos in vivo, hemos incluido en nuestro experimental los modelos murinos wild type y
Prnp-knockout de las cepas FVB y 1290la. Los resultados preliminares (Figura 21) confirman,
por un lado, que diferentes cepas de ratones responden de forma diferencial a la
administracién intraperitoneal de una misma dosis de KA (8mg/kg). Los graficos indican como
los ratones FVB wild type son mucho mas susceptibles que los 1290la o los C57bl/6-129sv,
con un promedio de entre 3 y 4 seizures y algun episodio mas severo, en forma de blinking. Por
otro lado, si comparamos el nimero de episodios epilépticos entre los animales wild type y
Prnp-knockout de esta misma cepa, podemos observar que ambos muestran un fenotipo
similar, con tendencia a una mayor afectacion del animal wild type. Sin embargo, los resultados
de la cepa 1290la reproducen, aunque de forma mas discreta, las diferencias en
susceptibilidad que hemos descrito previamente en los ratones C57bl/6-129sv. Teniendo en
cuenta que estos ratones provienen de una cepa pura, este fenotipo no puede ser debido a la
hipotética influencia de los genes flanqueantes de Prnp, lo que reafirma el rol de la proteina
pridnica en la neuroproteccion ante la excitotoxicidad por KA. Probablemente, los diferentes
niveles de susceptibilidad entre cepas sean debidos a diferentes umbrales de afectacion, de tal
manera que cada una requerira de dosis distintas de KA para poder observar diferencias
fenotipicas significativas dependientes de PrP®. Es necesario realizar experimentos
bioquimicos y analisis histologicos complementarios para corroborar estas observaciones.

Los resultados que hemos obtenido en los ratones 1290Ila difieren de lo publicado por Striebel
y colaboradores, los cuales no observan diferencias significativas entre los animales 1290Ila-wt
y 1290la-KO. Esto puede ser debido a pequefias diferencias experimentales o a criterios
ligeramente distintos a la hora de analizar o cuantificar el comportamiento epiléptico.

Podemos concluir, por lo tanto, que el trabajo con animales transgénicos requiere el control
exhaustivo del fondo génico de los animales de estudio para una correcta interpretacion de los
datos, siendo preferente el uso de cepas coisogénicas, idénticas en todos los genes a
excepcion de Prnp. De la misma manera, se hace imprescindible corroborar los resultados
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obtenidos con otro tipo de aproximaciones in vitro en los que el efecto observado pueda ser
tnicamente consecuencia de la ablacion de PrPC.
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Figura 21. Respuesta epiléptica y muerte derivada de la administracion de KA en diferentes cepas de
ratones Prnp-knockout. Numero promedio de episodios observados en ratones de fondo génico mixto C57bl/6-
129sv y ratones de fondo FVB y 1290la coisogénicos, tras la administracion intraperitoneal de cuatro inyecciones
de KA (8mg/kg) a tiempos= 0, 30, 60 y 90 minutos. Los datos representados corresponden a episodios de
severidad V-VI que incluyen la pérdida de estabilidad acompafada de convulsiones epilépticas (cuantificadas como
seizures) y los episodios tipo pop-corn (cuantificadas como blinking). Se cuantifica también el nimero de ratones
muertos dentro de las tres horas de seguimiento experimental. Los resultados provienen de un minimo de 2
experimentos por grupo y de entre 5y 10 animales por condicion.

1.5. Tanto la pérdida de funcion de PrP® como la ganancia de toxicidad

de PrpPS°® contribuyen al desarrollo de la fisiopatologia de las EETs

Los resultados presentados en esta memoria giran principalmente entorno la hipétesis de que
la reduccién de los niveles endbégenos de PrP° por transformacién de esta proteina en una
forma anomala patoldgica (Prusiner, 1982, Tuite and Serio, 2010) puede contribuir a la
neurotoxicidad observada en las enfermedades causadas por priones. Esta idea se basa
principalmente en los multiples procesos fisiolégicos en los que parece participar PrP°, sobre
todo a nivel de neuroproteccién, descritos a partir de estudios de pérdida y ganancia de funcion
realizados tanto in vitro como in vivo. La hipétesis de pérdida de funcion, sin embargo, no
excluye que esta neurotoxicidad pueda ser mediada por PrpS°© (Hetz et al., 2003). De hecho, la
resistencia descrita a la infeccion por priones asi como la ausencia de un fenotipo
neurodegenerativo destacable en las cepas murinas Zurich | y Edinburgh hacen evidente que
la reduccion de los niveles de PrP® no puede ser la Unica responsable (Bueler et al., 1992,
Bueler et al., 1993). Ademas, la participacion de posibles mecanismos compensatorios durante
el desarrollo de estos modelos parece haberse descartado al observar la falta de fenotipo
neurodegenerativo también en un modelo de ablacién post-natal de PrPC in vivo (Mallucci et al.,
2002).

Se ha demostrado también, tanto en modelos animales como en humanos, que la acumulacién
de PrP%® a nivel del SNC esta asociada a la activacion procesos apoptoéticos (Gray et al.,
1999). De la misma manera, el tratamiento con el péptido sintético PrP(106-126), el cual se ha
visto que reproduce algunas propiedades fisicoquimicas y patogénicas de PrP®®, ha resultado

134 |



Resumen de resultados y discusién

ser neurotdxico en diferentes lineas celulares y cultivos primarios neuronales (Forloni et al.,
1993, Selvaggini et al., 1993, Gavin et al., 2005, Vilches et al., 2013). No obstante, también
existen indicios de que esta neurotoxicidad es, en cierta manera, dependiente de la presencia
de PrP® (Brown et al., 1994)

En base a estas evidencias, se podria especular que la pérdida de la funcién neuroprotectora
de PrP® podria participar intensificando el efecto neurotéxico mediado por PrPSC, de manera
que ambos factores serian responsables de la fisiopatologia de las EETs.

1.6. PrP como diana de estudio para el tratamiento de las prionopatias y

otras enfermedades neurodegenerativas

Durante las ultimas dos décadas, se ha progresado enormemente en el conocimiento de la
naturaleza de los priones, su proceso de transmisién y replicacién y su neurotoxicidad. Este
avance ha llevado a iniciar la busqueda de una diana terapéutica para el tratamiento de las
EETs (Colby and Prusiner, 2011). A primera instancia, PrP°® parece ser la diana mas logica.
Se han realizado multiples screenings in vitro con el fin de identificar compuestos capaces de
reducir la carga de PrPS°, ya sea mediante mecanismos que: i) incrementen su eliminacion del
organismo, ii) disminuyan su estabilidad o iii) interfieran en el proceso de conversion (ver
(Mallucci and Collinge, 2005, Sim and Caughey, 2009) para revisién). Aunque algunas de las
moléculas resultantes han llegado a mostrar efectos modestos sobre la progresion de la
enfermedad en modelos animales, ninguna de ellas a resultado en la prevencién o cura
completa.

Estos resultados ponen en evidencia que reducir la cantidad de PrPS° no es la estrategia mas
efectiva para tratar las prionopatias. Ademas, se ha observado que los procesos de infeccion y
neurodegeneracion difieren cronolégicamente. La infeccion por PrPS¢ se acumula relativamente
rapido y requiere solamente de una minima cantidad de PrP®, sin embargo, la
neurodegeneracion que observamos requiere mucho mas tiempo y depende directamente de la
cantidad de PrP° que se expresa en el cerebro. Este hecho apoya, por un lado, la “hipbtesis de
pérdida de funcién” y apunta, por otro, a la posibilidad de que la uniéon de PrP¢ y PrpS®
desencadene una cascada de sefializacién neurotoxica independiente de la propagacion del
prion (Hetz et al., 2003).

La hipétesis de que la funcién fisiolégica de PrP° es importante en la patologia priénica ha
impulsado, por otro lado, estrategias basadas en el silenciamiento de la expresién de PrPC in
vivo e in vitro o a la identificacion de inhibidores farmacol6gicos de su actividad. A pesar de que
la participacion descrita de PrP® en un gran numero de procesos celulares (Lasmezas, 2003,
Linden et al., 2008) anticipa importantes efectos secundarios, la reduccién de sus niveles de
expresion mediante un vector lentiviral dirigido al hipocampo de ratones infectados ha dado
lugar a beneficios terapéuticos considerables (White et al., 2008). Otras estrategias en
desarrollo se basan en la identificacion de ligandos de PrP°© (Aguzzi et al., 2008a) o posibles
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moléculas que puedan actuar como chaperonas y estabilizar el plegamiento de PrP®, evitando
su conversion (Mallucci and Collinge, 2005).

Considerando el hecho de que el mecanismo de propagacion de la enfermedad priénica guarda
cierta similitud con otras enfermedades neurodegenerativas (Frost and Diamond, 2010, Norrby,
2011), el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a controlar la replicacién de los priones
pueden también ser utiles para tratar estas otras. Concretamente, el plegamiento inapropiado y
posterior agregaciéon de proteinas que observamos en las prionopatias constituye el
mecanismo de propagacion comun dentro de las llamadas enfermedades amiloides (Eisenberg
and Jucker, 2012), que se caracterizan por la agregacion de proteinas concretas segun la
patologia (Tabla 6).

A modo de ejemplo, fibras amiloides de PrP® inerte forman placas caracteristicas en algunas
prionopatias, mientras que fibras compuestas por el péptido AR forman placas en la
enfermedad de Alzheimer (AD) (Meyer-Luehmann et al., 2006, Aguzzi and Gitler, 2013).
Ademas, filamentos helicoidales compuestos de tau hiperfosforilado forma ovillos fibrilares en
la AD o agregados filamentosos en otras taupatias (Clavaguera et al., 2009). Por otro lado, la
a-sinucleina se enriquece en laminas beta antes de polimerizar en fibras amiloides que forman
los cuerpos de Lewy, presentes en algunos tipos de demencia (Fujiwara et al., 2002).

Disease Protein

Prion diseases PrP-TSE
Alzheimer’s disease Amyloid-beta
Tauopathies Tau

Parkinson’s disease Alpha-synuclein
AA amyloidosis Amyloid A
Huntington’s disease Polyglutamine

Tabla 6. Mecanismo de agregacion proteica en
enfermedades amiloides. Modificado de (Norrby,
2011).

Ademas, existen evidencias recientes de una participacion de PrP® en los defectos sinapticos
presentes en la enfermedad de Alzheimer, proponiéndose como un posible receptor de los
oligbmeros AB (Gavin et al., 2008, Lauren et al., 2009, Gavin et al., 2010). Esta asociacion ha
sido recientemente confirmada por Um JW y colaboradores, que describen como los complejos
AB—PrPC producen alteraciones en la funciéon neuronal por activacion de mGIuR5 (Um et al.,
2013).

1.7.  Proximos pasos en el estudio de PrP°

A pesar del enorme esfuerzo que se esta realizando para ampliar la informacion existente
sobre enfermedades causada por priones, queda aun mucho camino por recorrer. El trabajo
presentado en esta Tesis Doctoral supone un intento mas de esclarecer la funcién fisiologica
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de PrP°® y su posible implicacién en el proceso fisiopatolégico de las EETs. Sin embargo, los
nuevos datos presentados hacen plantearnos nuevos interrogantes.

Por un lado, hemos descrito como PrP°® regula algunos aspectos de la proliferacion y la
diferenciacion neuronal durante del desarrollo y en la edad adulta (Steele et al., 2006), con un
rol especifico sobre el ciclo celular y la neuritogénesis (Llorens et al., 2013a). No obstante sigue
existiendo mucha controversia al respecto derivada de la especificidad celular y temporal con la
que Prp° regula estos procesos. Por otro lado, hemos descrito una modulacién de PrP® sobre
la subunidad GIuR6/7 de los receptores de KA (Carulla et al., 2011), con influencia a nivel de la
sefializacion intracelular de muerte por excitotoxicidad (Llorens and Del Rio, 2012), y con
posible participacion de la regién de los OR (Figura 20). Esta informacion puede ser muy util
para entender patologias sinapticas como la epilepsia (Walz et al., 2002), pero seguimos
requiriendo mas informacion al respecto, por ejemplo, sobre cédmo se puede llevar a cabo esta
interaccion. PrP°® podria estar influenciando la unién del agonista, favoreciendo el estado
cerrado del canal o incluso interfiriendo negativamente en la transduccién de la sefales a
través de la formacién de un complejo regulador (Steele, 2008).

También queda mucho por descubrir respecto a la interaccién de PrP® con otro tipo de
receptores de glutamato. Si se ha observado la regulacion de receptores AMPA (Watt et al.,
2012), KA (Rangel et al., 2009), NMDA (Khosravani et al., 2008, Fleisch et al., 2013) y también
mGIuRs (Beraldo et al., 2011) por PrP°© pero unicamente se ha demostrado su interaccion con
las subunidades GIuR1 y GIluR2 (Watt NT, 2012) o la subunidad NR2D de los receptores
NMDA (Khosravani et al., 2008) a partir de experimentos de recaptacion de Zn y de
excitotoxicidad por NMDA, respectivamente.

Por otro lado, el desarrollo in vitro de construcciones mutantes para PrP® asi como la
generacion de animales transgénicos Prnp-knockout o que expresan formas truncadas de la
proteina constituyen una amplia herramienta de investigacion aun por explotar. A dia de hoy ya
esta ayudando a identificar los dominios funcionales y los mecanismos de interaccion entre
PrP°© y sus multiples ligandos descritos, pero también entre PrP° y PrpS¢ (Shmerling et al.,
1998, Baumann et al., 2009). Quizas sea a partir de estos estudios que se pueda encontrar una
diana mas especifica dirigida a evitar la conversion de PrP° a su forma patégena. Sin embargo,
hay que ser precavidos con el uso de estos modelos, descartando siempre la posible influencia
del fondo génico en los resultados obtenidos.

Finalmente, cabe subrayar que los analisis de high-throughput proporcionan una enorme fuente
de informacion util para el estudio de la funcién fisiol6gica de PrP°. Sin embargo, aun existe
cierta dificultad en su interpretacion, que ha sido motivo, en mas de una ocasion, de resultados
contradictorios y de falta de reproducibilidad experimental (Llorens et al., 2013b). Este hecho es
especialmente importante en modelos en los que se ha observado una regulacién génica
moderada, en los que se regulan genes con bajos niveles de expresion o en los que existe una
dificultad de validacion, ya sea por falta de significancia en los datos de genémica funcional o
por ausencia de datos funcionales asociados. Es por este motivo que, en la presente tesis, se
ha optado por la validacién de los datos obtenidos mediante métodos cuantitativos de
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expresidbn génica complementarios (p.e. RTgPCR) y también mediante diversas
aproximaciones funcionales.

Seguir trabajando en cada uno de estos aspectos planteados permitira avanzar en el
conocimiento de estas particulas proteicas denominadas “priones”.
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Conclusiones

La modulacion transitoria de los niveles de PrP® en células Neuro2a produce la
regulacion de genes principalmente involucrados en procesos de ciclo celular vy
proliferacion.

La sobreexpresion de PrP® produce un incremento en los niveles proliferativos de células
Neuro2a, tanto en cultivos asincronicos como tras estimulacion con suero o EGF.
Contrariamente, el silenciamiento de PrP°® produce una parada en fase G1 del ciclo
celular.

Los cambios proliferativos dependientes de PrP® van acompanados de alteraciones en la
cinética de activacion de las vias de sefalizacion de ERK1/2 y AKT.

PrP® modula la sefalizacion intracelular y la proliferacion a través de su interaccion con el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), en los rafts lipidicos.

La sobreexpresion de PrP® en células Neuro2a produce un incremento significativo en la
formacién de filopodios por su accién sobre la dinamica del citoesqueleto de actina a
través de la via AKT-Cdc42-N-WASP.

PrP°® participa en el mantenimiento de la funcién sinaptica mediante la regulacion de la
excitabilidad neuronal. Su ausencia produce un incremento en la susceptibilidad a kainato
(KA).

Tanto la delecion de JNK3 como su inhibicion farmacolégica in vivo e in vitro revierte el
fenotipo epiléptico y la neurotoxidad celular observada tras el tratamiento con KA en un
fondo génico Prnp-knockout.

PrP¢ ejerce su papel neuroprotector, a nivel postsinaptico, a través de su interaccién con
la subunidad GIuR6/7 de los receptores de kainato y PSD-95, evitando la formacién del
complejo trimérico GIuR6/7-PSD-95-MLK3 y la consecuente activaciéon de la via JNK3 de
muerte celular.
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publicado los articulos cientificos que conforman la Tesis Doctoral presentada por Patricia
Carulla Marti.
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e Molecular Biology of the Cell: 4.604

Director de la tesis Codirector de la tesis
Dr. José Antonio del Rio Dr. Franc Llorens Torres
Fernandez

1173






ANEXO I

0]0]0]0]0]0]6]010)60]






Informe de participacion | Anexo Il

INFORME DE PARTICIPACION

El Dr. José Antonio del Rio Fernandez y el Dr. Franc Llorens Torres, director y codirector
respectivamente de la Tesis Doctoral “La proteina priénica celular: analisis de su funcion
neuroprotectora y reguladora del ciclo celular”, elaborada por Patricia Carulla Marti,
informan que la participacion de la doctoranda en los articulos cientificos que conforman dicha
tesis ha sido la siguiente:

En el articulo titulado “PrP°® regulates epidermal growth factor receptor function and cell
shape dynamics in Neuro2a cells”, publicado en la revista Journal of Neurochemistry, la
doctoranda ha participado en el disefio de los experimentos y es la principal responsable del
desarrollo de los mismos.

En el articulo titulado “Neuroprotective role of Prp® against kainate-induced epileptic
seizures and cell death depends on the modulation of JNK3 activation by GIuR6/7-PSD-
95 binding” publicado en la revista Molecular Biology of the Cell, la doctoranda ha participado

en el disefo de los experimentos y es la principal responsable del desarrollo de los mismos.

Por ultimo, hago constar que ninguno de estos articulos ha sido utilizado en la elaboracién de
otras Tesis doctorales.
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